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El conocimiento del funcionamiento del sistema inmune ha evolucionado 
enormemente desde la caracterizacibn de las estructuras involucradas como 
anticuerpos y receptores, las c6lulas que participan en la respuesta inmune, las 
bases moleculares de la diferenciacidn y amplificaci6n celular frente a la 
activaci6n por un antigen0 y 10s mecanismos de 10s programas de autorregulaci6n 
,del sistema inmune. Sin embargo, no se conocen con igual detalle 10s 
#- mecanismos de interacci6n entre el sistema inmune y otros. Existe una estrecha 
relaci6n entre el sistema nervioso y el sistema inmune. Ambos interaccionan entre 
, 
sl  a trav6s de vias nerviosas y factores humorales que constituyen circuitos 
bidireccionales de regulaci6n (Arzt, E. et at. 1988; Labeur, M. et al. 1991 ; Arzt, E. et 
- al. 1991). El alto grado de complejidad del sistema nervioso central y del sistema 
inmune, sugiere que la interacci6n entre 10s mismos involucra diferentes tipos 
I celulares y estructuras capaces de recibir y emitir sefiales. La gran variedad de 
neurotransmisores, neurop6ptidos y hormonas producidos por el sistema nervioso 
y las glandulas endbcrinas, pueden actuar sobre las c6lulas inmunes, y estas, a 
su vez, enviar mensajes de retroalimentaci6n al sistema neuroend6crino. El 
sistema nervioso regula al sistema inmune tanto a trav6s de la inervaci6n de 10s 
6rganos linfbticos como a traves de hormonas, principalmente del eje hipothlamo- 
pituitario-adrenal (HPA). A su vez, es retroalimentado por feed-back a travtSs de 
vlas nerviosas aferentes y por diversas citoquinas que actuan sobre el sistema 
neuroendocrino (Besedovsky, H.A. et al. 1986; Bateman, A. et al. 1989; Hermus, A. 
et al. 1990). Por otra parte, 10s sistemas nervioso, end6crino e inmune comparten 
el mismo tipo. de sefiales de comunicaci&n, tanto el sistema nervioso como el 
end6crino producen intrlnsecamente seAales propias del sistema inmune como 
I ~ - 9 ~ 3 -  - il'yw l y l T l l y r F - l  - 
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a 
pbr ejemplo las citoquinas y las c6Iulas del sistema lnmune producen a su vez - 4 
hotmonas y neuropeptidos. 
Los modelos empleados para la definici6n de la regulaci6n 
inmunoneuroend6crina abarcan fundamentalmente estudios con celulas aisladas 
in vitro, estudios experimentales en animales y estudios cllnicos en humanos. Los 
estudios in vitro son utilizados para explorer 10s efectos directos de hormonas y 
neurotransmisores sobre celulas aisladas, verificando cambios en 10s parhmetros 
inmunes cuando se adicionan a 10s cultivos celulares 10s factores en estudio. 
Estos experimentos ademtis de permitir observar efectos directos de 10s 
moduladores sobre poblaciones celulares definidas, hacen posible el estudio de 
10s mecanismos moleculares involucrados en la elaboraci6n de las respuestas 
correspondientes. 
Los estudios en animales demuestran las rnodificaciones sobre las funciones del 
sistema inmune producidas tanto por la alteraci6n directa (electrica, quirurgica 6 
farmacol6gica) de diversas tireas del enc6falo y en particular del sistema 
neuroenddcrino, como tambien por el efecto in vivo de ciertas hormonas, 
neurop6ptidos o neurotransmisores administrados por diversas vias. Tambien 
existen numerosos experimentos que demuestran el efecto del estr6s y factores 
sociales en la respuesta inmune de animales. MAS recientemente se ha 
incorporado el estudio de cepas de animales con mutaciones que afectan el 
funcionamiento de 10s sistemas neuroend6crino e inmune y la creacidn de 
animales transgenicos como modelos de patologlas asociadas a estos sistemas. 
Los estudios cllnicos en humanos vinculan 10s efectos de factores psicosociales 
con la susceptibilidad a enfermedades y permiten el desarrollo de nuevas 
edtrategias terapeuticas. Recientemente las investigaciones en esta hrea 
comienzan a. delinear 10s efectos de diversas patologlas cllnicas y factores de 
stress sobre ciertos parhmetros de activacidn y funci6n del sistema inmune. 
I F .-- 1.- I F  1 p i  ) p Uno de 10s factores clave en 10s ciraritog de feedback inrnunoneuroend6crinos es 
I la interleuquina 1 (IL-1). La familia de IL-1 expresada por 10s monocitos esth 
constitulda por IL-la, 11-18, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1 ra) y 10s 
receptores de IL-1 tip0 I y II (Arend, W.P. 1991). Este sistema se activa durante 
infecciones bacterianas y regula la actividad de 10s ejes neuroend6crinos. Nuestro 
objetivo se centra en la interaccidn entre el sistema de II-1 y el eje HPA. 
El presente trabajo de tesis consiste en estudios sobre 10s efectos de las 
hormonas del eje HPA, factor liberador de corticotrofina (CRH), 
adrenocorticotrofina (ACTH) y glucocorticoides sobre la expresi6n del sistema de 
IL-1 en monocitos humanos. El inter& principal es definir las bases moleculares y 
' 
celulares que permitan comprender la respuesta del sistema de IL-1 de 10s 
monocitos frente a la activaci6n del eje HPA durante una infecci6n bacteriana. La 
presente introducci6n se centrarA en 10s antecedentes acerca del sistema de IL-1 , 
las hormonas del eje HPA y su interaccidn funcional. 
m : 
Las interleuquinas son factores proteicos solubles. lnicialmente fueron 
encontradas en el sistema inmune actuando como factores de crecimiento y 
diferenciacidn, por ejemplo, la 11-2 para las dlulas T o la 11-4 para las B. Ademds 
de sus funciones tr6ficas y de diferenciacidn, tambi6n regulan la actividad de las 
dlulas inmunes (Tabla 1). Por ejemplo, la interacci6n entre 10s linfocitos B, T y 10s 
rnacrbfagos, que ocupa un rol esencial dentro de la respuesta inmune, se efectua 
i l  
I 
. mediante interleuquinas. AdemAs de las interleuquinas secretadas por 10s 
linfocitos se caracterizaron otras protelnas sintetizadas por diversos tipos 
celltlates y con funciones similares. Esto di6 origen a la denominaci6n de 
citoquinas para definir a 10s mediadores celulares solubles con funciones 
fundarnentalmente inmunes aunque tambi6n tienen otras. lnterleuquinas es el 
. I p - -l+lr~~F~- 1; -. 
no adoptado para definir a las 'citoquinas que coordinan la comunicaci6n 
: entre 10s diversos tipos de leucocitos. Se dividen en linfoquinas o monoquinas 
segun Sean sintetizadas por linfocitos o monocitos, respectivamente. 
W l  
I 
Las citoquinas secretadas luego de la activaci6n de las c6lulas inmunes, actuan 
sobre el mismo u otros tipos celulares independientemente de la especificidad 
a ,  del antigen0 que desencaden6 la respuesta. Por ejemplo, algunos de estos 
I I factores presentan actividad quimiotdctica para neutr6filos y macr6fagos y pueden 
- tambikn activar a dichas c4lulas para producir otros mediadores. De este modo, 
I un estlmulo antig6nico inicial, puede amplificar la reaccidn y reclutar a diversos 
I tipos celulares para producir la respuesta correspondiente. Como esta tesis trata 
U I 'fC de la regulaci6n de la expresi6n de la IL-1 y su familia, la presente introducci6n se centrarA en estas interleuquinas. 
I 
Tabla 1. Propiedades biol6gicas de las citoquinas (Burke, F. et at. 1993). 
I lnterleuquinas Acclones 
IL-la y induccidn de las protelnas de la fase aguda, 
induccidn de hipotensidn y fiebre, 
estimulacidn de la hematopoiesis in vivo, 
activacidn de,c6lulas T,  
estimulacidn de la proliferacidn y de la diferenciacidn de c6lulas T, 
estimulacidn de la proliferaci6n y de la diferenciacidn de cdlulas B, 
estimulacidn de la actividad de granulocitos, eosindfilos y c6lulas NK 
regulacidn de mol&ulas de adhesi6n y quimiotaxis, 
regulacidn de funciones de cdlulas endoteliales, 
regulacidn de actividad osteoclAstica. 
IL-2 activacidn de c&ulas T, 
estimulacidn de la proliferaci6n y de la diferenciacidn de cdlulas T, 
estimulaci6n de la proliferacidn y de la diferenciacidn de c6lulas B, 
estimulaci6n de la actividad de c6lulas NK, 
regulacidn de mol&ulas de adhesi6n y quimiotaxis, 
actividad antitumoral in vivo. 
I L-3 estimulacidn de la hematopoiesis in vivo, 
estimulacidn de la diferenciacidn y proliferacidn de las c6lulas B, 
estimulacidn de la actividad de 10s eosindfilos y c6lulas NK, 
regulacidn de mol&ulas de adhesibn y qllimiotaxis. 
I 
lslteheuqulnas Acclones 
IL-4 activacidn de c6lulas B, 
estimulacidn de la proliferaci6n y de la diferenciacidn de c6lulas B, 
activacidn de macrdfagos, 
activacidn de c4lulas T, 
estimulacidn de la proliferacidn y diferenciacibn de c6lulas T, 
estimulacibn de la actividad de 10s eosin6filos y c6lulas NK, 
seleccidn de isotipos (IgE, IgG), 
estimulacidn de la hematopoiesis, 
regulacidn de mol&ulas de adhesi6n y quimiotaxis. 
IL-5 activacldn de cdulas 6, 
estimulacidn de la actividad de 10s eosin6filosI 
seleccidn de isotipos (IgA), 
regulaci6n de mol6culas de adhesidn y quimiotaxis. 
I L-6 induccidn de las protelnas de la fase aguda, 
estirnulacidn de la hematopoiesis, 
activaci6n de c4lulas T, 
estimulacidn de la proliferacih y de la diferenciaci6n de c6lulas T, 
estirnulacidn de la diferenciacidn de c4lulas B, 
estimulacidn de la actividad de las &lulas NK, 
regulaci6n de molkulas de adhesi6n y quimiotaxis, 
regulacidn de actividad osteocl8stica. 
I L-7 activacidn de c4lulas T, 
estimulacidn de la proliferacidn y de la diferenciaci6n de c6lulas T, 
estirnulacidn de la proliferaci6n y de la diferenciacidn de c6lulas B, 
estimulacidn de la actividad de las c6lulas NK. 
11-8 activaci6n de c4lulas T, 
regulacidn de mol&ulas de adhesidn y quimiotaxis. 
I L-9 estimulacidn de la proliferaci6n de cblulas T. 
11-10 estimulaci6n de la proliferaci6n de c4lulas T, 
estimulacidn de la proliferaci6n y de la diferenciacidn de c6lulas 6. 
11-1 1 induccibn de las protefnas de la fase aguda. 
estimulacidn de la hematopoiesis. 
i6n de c6lulas T, 
La IL-1 fue i;icialmente caracterizada como un pirbgeno endbgeno, capaz de 




rcomo regulador inmunol e sqmida por su actividad como factor activado 
-7 
de timocitos. Como product0 de 10s macrdfagos, la IL-1 juega un rol importante en 
la activacidn de 10s linfocitos T. Una vez que el receptor T reconoce al antigen0 en '4 el context0 MHCll (complejo mayor de histocompatibilidad de clase II), se produce 
un sinergismo con las citoquinas derivadas de los macrdfagos, IL-1 e IL-6, las 
cuales facilitan a las c4lulas CD4+ a activarse. Como resultado se induce la 
producci6n de la 11-2 y la expresidn del receptor de IL-2 (IL-2R) por dichos 
linfocitos T (Smith, K. 1988). Sin embargo, a diferencia de otras interleuquinas que 
como la 11-2 tienen funciones principalmente trdficas, la IL-1 es considerada una 
citoquina con funciones fundamentalmente inflamatorias (Dinarello, C.A., 1991). 
Muchos de 10s efectos producidos por IL-1 son mediados por 11-6. La IL-I, el TNF- 
a y la IL-6 por sus efectos cornunes y similares patrones de producci6n 
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Existen dos tipos de IL-1: IL-1 a e 11-1 8. Ambas mol6culas reconocen y se unen al 
mismo receptor de superficie celular. Son codificadas por dos genes distintos que 
comparten secuencias homdlogas en un 26 % y esthn localizados en et 
cromosoma 2 (Nicklin, M.J. et al. 1994). Las estructuras tridimensionales de 
ambas protelnas han sido analizadas encontrhndose similitudes y conservaci6n 
en 10s sitios de uni6n a 10s receptores correspondientes (Preistle, J.P. et al. 1988, 
1989). Los monocitos sintetizan ambas formas per0 la IL-I$ es 50 veces rn8s 
abundante (Ohmori, Y. et al. 1990). Por otra parte, la IL-1p es eficientemente 
secretada por 10s monocitos y entra en circulacidn mientras que la IL-la 
permanece asociada a la membrana. Existen evidencias de que la IL-la podrla 
a c h r  como un mensajero aut6crino (Dinarello, C.A. 1991). Tambi6n tienen sitios 
de glicosilacidn pero estos no parecen ser esenciales para su funcidn bioldgica ya 
que las forrnas recombinantes no glicosiladas tienen 100 % de actividad (Casagli, 
M.C. et al. 1989). La IL-la y $ comparten sus accidnes bioldgicas y ambas se 
Unen a 10s mismos receptores (~aito, Y. et a1.1989, Rivier, C. et al. 1989), por lo 
tanto nos referiremos a ambas indistintamente como IL-1. 
La IL-1 se sintetiza como un precursor de alto peso molecular que luego es 
f 11 clivado por una cisteina proteasa especMica llarnada enzima de conversidn de 
' 1 IL-1 (ICE). Sin embargo la II-1 no posee la secuencia caracteristica de las 
I 
r I protelnas secretadas llamada peptido seAal que las dirige e inserta en el sistema 
de Golgi. Se desconoce el mecanisrno de transporte hasta la rnembrana 
plasmhtica pero podria incluir exocitosis de vesiculas, proteinas transportadoras o 
escape por muerte celular (Dinarelo, C.A. 1991). 
La expresi6n de IL-1 esth regulada a distintos niveles: transcripcional, estabilidad 
del mRNA, procesamiento enzirnhtico del precursor y secrecidn (Lee,S. et al. 
1988, Walev, C. et al. 1995). En condiciones basales 10s monocitos de individuos 
sanos no expresan IL-1. La expresi6n de IL-1 es fuertemente estimulada por 
endotoxinas bacterianas que son lipopolisac&ridos (LPS) de la pared celular de 
bacterias Gram negativas. El pic0 de transcripcidn de IL-1 estimulada por 
endotoxinas se observa a la tres horas aunque la respuesta es muy rhpida y ya se 
registra a 10s 15 min (Schindler, R. et al. 1990). Cuando el estimulo para la sintesis 
de IL-I es LPS, el RNA mensajero es eficienternente traducido (Dinarello, C.A., 
1 994). 
h IL-1 es una citoquina con propiedades pleiotrbpicas, responsable de mediar 
una variedad de procesos metab61icos1 enddcrinos o inrnunes involucrados en la 
defensa del organismo, fen6menos de inflamaci6n y respuesta a daRos tisulares. 
lnicialmente fue descripta como un product0 derivado de c6lulas rnacrofhgicas 
pero tambibn se ha detectado fuera del sistema inmune, en una variedad de tipos 
celulares, por ejemplo, en fibroblastos, queratinocitos de la piel, astrocitos 
cerebrales, c4lulas de la rnicroglia y de la hip6fisis (Koenig, J.I. et al. 1990). Es 
producida en respuesta a infecciones, toxinas, productos de linfocitos activados, 
- I 
1 F complemento y factores de coagulaei6n de la sangre (Dinarello, C.A.  1991). 
Y Pueden distinguirse 10s efectos locales de IL-1 de 10s efectos producidos por 10s 
I F aumentos en 10s niveles pIasmYcos si-icos.  g gums ejemplos son: 
I ' 
I 
r ' '  - A nivel sist6mico la IL-1 es capaz de inducir hipotensidn, somnolencia, mialgias, I 
-1 artralgias, anorexia, estado de shock y fiebre. Todos estos sfntomas se asocian 
I I I t  I usualmente a eventos tbxicos. Sin embargo, no se detectan niveles de IL-1 tan 
elevados como 10s de otras citoquinas (TNF-a o 11-6) asociados a1 shock septic0 
(Smith, 3. W. et al. 1992, Dinarello, C.A. 1994). 
- Tiene efectos catabdlicos asociados a la protedlisis muscular que produce un 
balance de nitrdgeno negativo. Produce hipoglucemia a1 elevar 10s niveles de 
insulina (Moldawer, L. L. et al. 1988). 
- A nivel del sistema nervioso central induce fiebre y sueiio de onda lenta y 
disminuye el sueiio REM (rapid eye movement, Tewari, A. et al. 1990). 
- A nivel local induce la migracidn de neutrdfilos y macrdfagos a traves de la 
produccidn de 11-8 (Kaplansky, G. et al. 1993). 
- En el hlgado induce la produccibn de fibrinbgeno, complemento, 
metalotionefnas, y factores de coagulaci6n (Dinarello, C.A. 1994). 
- A1 aumentar la expresidn de las mol6culas de adhesidn en la superficie de las 
e8lulas endoteliales, la IL-1 aumenta la adhesidn de neutrdfilos, monocitos y de 
bfocitos en 10s sitios de inflamaci6n (Dejana, E. et al. 1989). 
- Induce la produccidn de prostaglandins E2, colagenasa, y de fosfolipasa A1 que 
mbdian el proceso inflamatorio (Dejana, E. et al. 1989). 
I 
, - r'articipa en la hematopoyesis mediante la estimulacidn de la producci6n de 
- I factor estimulador de colonias de granulocitos y macrdfagos (GM-CSF), factor 
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de colonias 
de macrdfagos (M-CSF) e 11-3 (Bagby, G.C. et al. 1989, Fibbe, W.E. et al. 1989). 
- La IL-1 coopera con otras citoquinas, como la 11-4, en la activacidn de las 
c6lulas B, tanto para fendmenos de proliferacidn, como para la secrecidn de 
inmunoglobulinas ( Dinarello, C. A. 1991). 
- Participa en la regresidn de cartflagos y huesos (Koenig, A. et at. 1988). 
- Esth asociada a ciertas enfermedades autoinmunes, por ejemplo, se encuentra 
en altas concentraciones en el fluido sinovial de las articulaciones que presentan 
artritis (Dinarello, C.A. 1991). 
Entre 10s efectos enddcrinos se destaca la activacidn de la produccidn de CRH, 
ACTH y glucocorticoides. Tambi6n induce endorfinas, vasopresina y 
somatostatina per0 inhibe la liberacidn de prolactina (Besedovsky, H. et at. 1992). 
Estos efectos de IL-1 son mediados por receptores localizados en las c6lulas 
productoras de estas hormonas. Sin embargo son menos claras las vias de accidn 
de la IL-I a nivel del sistema nervioso central. Dado su peso molecular, la IL-1 no 
podria atravesar la barrera hematoencef8lica por difusidn simple. Se ha planteado 
que la IL-1 podrla ingresar a1 sistema nervioso central a trav6s de drganos en 10s 
cllales la barrera es m8s permeable como el organum vasculosum laminae 
terminalis (OVLT) o 10s 6rganos circumventriculares (Dinarello, C.A. 1994). 
Alternativamente se planted la posible existencia de transportadores especificos 
para la IL-1 que facilitarian su entrada al sistema nervioso central (Banks, W.A. et 
at. 1990). De todas formas, dado que la IL-1 es capaz de inducir su ropia sintesis 




central bastaria para d por parte de c4lulas de la glia y de 
esta forma amplificar la seAal. 7 
3 r 2.2 ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DE IL-1 
En sobrenadantes de cultivo de rnonocitos estirnulados se describid la presencia 
de actividad inhibitoria de 10s efectos de IL-1 (Arend, W.P. et al. 1985). Depu4s se 
describieron actividades sirnilares en flufdos de diversa procedencia (Larric, J. W. 
et al. 1989). A partir de estos fluidos, fue purificado un factor llamado antagonista 
del receptor de IL-1, IL-Ira. Una vez purificada la proteina, fue clonado el cDNA 
correspondiente (Eisenberg, S.P. et al. 1990). Simulthnearnente fue clonado el 
gen correspondiente a la proteina previarnente llarnada IRAP (Interleukin-1 
receptor antagonist protein) y se comprob6 que se trataba del rnisrno IL-lra 
(Carter, D.B. et al. 1990). La mol4cula clonada present6 una secuencia 
estructuralrnente relacionada con la IL-1 per0 con propiedades exclusivarnente 
inhibitorias (Eisenberg, S.P. et all 1990). El IL-lra producido por rnonocitos tiene 
152 arninohcidos con un 41 % de hornologia con 11-18 y presenta varias formas 
de peso molecular entre 18 y 25 KD. Estas variantes constituyen distintos grados 
de glicosilacidn del rnisrno peptido. Sin embargo la glicosilacidn no es 
indispensable para conservar la actividad bioldgica y el IL-1 ra recombinante 
producido en bacterias es activo (Arend, W.P., 1991). 
Esta nueva citoquina antagoniza la uni6n de IL-la e 11-1 0 a 10s receptores de IL-1 
(Arend, W.P. 1991, Granowitz, E.V. et al. 1992, Gousse, G.C. et al. 1994). A pesar 
de algunas discrepancias en la literatura, se acepta que el IL-lra se une con 
similar afinldad a ambos tipos de receptores de IL-1 y antagoniza por igual la 
uni6n de IL-la e 11-18 (Granowitz, E.V., et al. 1991, Granowitz, E.V., et. al. 1992, 
Arend, W.P. et .al. 1991). Para inhibir 10s efectw de IL-1 se necesitan entre 100 y 
1000 veces de exceso en la concentraci6n molar de IL-lra. Este hecho sugiere 
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la ocupacidn de un reducido nlimero de receptores de IL-1 por 
producir una respuesta apreciable (Arend, W. P. 199 1 ). 
Se ha reportado una unica posible accidn agonista de IL-lra per0 6sta se debe 
probablemente a contaminantes en la preparacidn de protelna usada (Mitchell, 
M.D., et al. 1993). El IL-lra constituye la primera mol6cula producida naturalmente 
por el organism0 que funciona solamente como un antagonista del receptor 
(Arend, W.P. 1991). 
La exclusiva propiedad antagonista del IL-lra posibilitd determinar la 
participacidn o no de IL-1 en diversos procesos patol6gicos tanto in vitro como in 
vivo. Tambien se han asociado alteraciones en la produccidn de IL-lra con 
algunas patologlas, en 10s cuales el balance del sistema de IL-1IIL-lra se 
encuentra alterado, por ejemplo: 
- artritis reumatoidea (Firestein, G.S., et al. 1992, Chikanza, I.C., et al. 1994, 
Arend, W.P. 1993). 
- sintomas de shock s6ptico (Fisher, E. et al. 1992), 
- enfermedad intestinal inflamatoria (Casini-Raggi,V., et al. 1995), 
- leucemia mieloide crdnica y aguda (Yin, M. et al. 1992). 
- diabetes mellitus (Mandrup-Poulsen, T. et al. 1993). 
- colitis (Cominelli, F. et al. 1992). 
- proliferacidn de sarcomas de Kaposi (Louie, S. et al. 1995). 
- desarrollo de carcinoma broncog6nico (Smith, D. R. et al. 1 993). 
- psoriasis (Hammemberg,C. et al. 1992). 
- enfermedad de Hodgkin (Gruss, H.J. et al. 1992). 
- desarrollo de granulomas en la esquistosorniasis (Chensue, S. W. et al. 1993). 
- alergia y anafilaxis intestinal (Theodorou, V. et al. 1993). 
IL-la, IL-lg e IL-lra comparten secuencias homdlogas y sus genes tienen una 
distribucidn similar de exones e intrones (Nicklin, M.J. et al. 1994). Ademas tienen 
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secuencias regulatorias consenso corn- como las que unen a 10s factores de 
L, trancripcidn AP-1 y NFKB (Smith, M.F. et at. 1992). Los tres genes fueron 
I I1 
I; 1 localizados en el cromosoma 2, son vecinos entre si y sus secuencias se 
encuentran conservadas entre distintas especies lo cual hace pensar en un origen 
evolutivo cornon para esta familia de genes (Eisenberg, S.P. et al. 1991). Todas 
estas evidencias sugieren que 10s tres genes evolucionaron por duplicaci6n a 
partir de un gen ancestral comun y luego diversificaron sus funciones. 
En monocitos humanos estimulados con LPS se detect6 que todas las c6lulas que 
expresan IL-1 ra tambi6n sintetizan IL-1 a o IL-lg (Andersson, J. et al. 1992). Sin 
embargo, la cin6tica de expresi6n es diferente para estos genes, lo cual sugiere 
que hay mecanismos de regulacidn distintos. Por otra parte, existe una mayor 
proporci6n de dlulas productoras de IL-1 a e 1L-18 comparada con la proporci6n 
de c6lulas productoras de IL-1 ra (Andersson, J. et al. i 992). lo cual define distintas 
poblaciones de monocitos. Dado que un mismo monocito puede producir dos 
rnol6culas antagdnicas, IL-1 e IL-1 ra, la regulacidn de su producci6n constituye 
un modelo unico para el estudio de 10s mecanismos de regulaci6n g6nica. 
Existen distintos t i ps  de regulacidn del sistema de IL-1. Monocitos estimulados 
con LPS producen IL-1 e IL-lra en cantidades equivalentes (Poutsiaka, D. et al, 
1991, Arend, W.P. et at, 1991), es decir que ambos genes son regulados en la 
misma direcci6n. Los efectos de 10s glucocorticoides, como se detalla en la 
correspondiente secci6n, tambi6n son inhibitorios en ambos genes (Arzt, E. et at. 
1994). Sin embargo, hay factores que regulan diferencialmente este sistema: 
TGF-01, 11-4 y el cross-linking del receptor F q  inhiben IL-1 y estimulan IL-1 ra 
(Turner, M. et al. 1991, Fenton, M.J. et al. 1992, Wong, H.L., et at. 1993, Wahl, S.M. 
et at. 1993, Galve de Rochemonteix, 8. et al. 1993, Chomarat, P. et al. 1995, 
Marsh, C.B. et at. 1994). Por otra parte, otros factores como IgG , suero humano o 
GM-CSF estirnulan IL-lra pero no tienen efectos sobre IL-1 (Poutsiaka, D.D. et at. 
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&91, Arend, W.P. et al. 1991). El I r6n-a regula de diferente manera la 
expresi6n de IL-1 e IL-1 ra segun sea agregado antes o despu6s de la activaci6n 
de linfocitos con LPS (Huang, Y. et al. 1995). A pesar de tratarse de mol6culas 
antagbnicas, estos ejemplos demuestran que son reguladas en forma similar o 
reciproca por varios factores. Probablemente estos genes comparten algunos 
pero no todos 10s factores que regulan su expresi6n como secuencias regulatorias 
en sus promotores y 10s factores proteicos correspondientes que actuarian en 
trans. 
Polimorfismos de secuencias repetitivas han sido propuestos como las causas de 
la diferente regulaci6n de IL-1 o IL-lra .en condiciones normales o en patologlas 
asociadas a este sistema. Se han encontrado varios tipos de polimorfismo en el 
cluster de genes de la famillia de IL-1. En particular, un alelo poco comun de esta 
regi6n localizada en el intr6n del gen de IL-lra estsl asociada a una 
sobreproducci6n de IL-1 ra en sujetos normales (Danis, V.A. et at. 1995). 
' & 
La familia de IL-1 estsl asociada a diversas patologias de origen inflamatorio o que 
presentan niveles elevados de citoquinas. Se ha demostrado que el balance entre 
IL-1 e IL-lra se encuentra alterado en algunas patologias que se detallan a 
continuaci6n. 
Muchos microorganismos pat6genos producen toxinas que ocasionan 
hipotensidn en el organism0 infectado, falta de irrigaci6n en 6rganos vitales, 
acidosis y finalmente la muerte (Dinarello, C.A. 1992). Un caso particular y que ha 
recibido especial atenci6n es el de las afecciones producidas por bacterias Gram 
negativas productoras de endotoxinas. El shock sbptico producido por infecciones 
con bacterias Gram negativas es una de las principales causas de muerte en 
pacientes en terapia intensiva y sus sintomas no se revierten con la 
administraci6n de antibi6ticos. En este caso se observa una sobreproducci6n de 
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citoquinas, asociadas al shock~s~ptico (Beutler, B. et a1 1985, Alexander, H.R. et - 
al. 1991, Fisher, E. et al. 1992, Ohlson, K. et at. 1990, Wakabayashi, G. et at. 
1991). El tratamiento con antibidticos resulta inefectivo, sin embargo pueden 
bloquearse 10s efectos de shock mediante el bloqueo de 10s efectos de citoquinas. 
Anticuerpos anti-TNFa o IL-Ira recombinante pueden reducir la mortalidad 
producida por shock septic0 (Beutler, B. et al 1985, Ohlson, K. et al. 1990, 
Dinarello, C.A. 1994). Estas evidencias, sustentan la idea de que la sintomatologla 
que acompaila al shock septic0 es consecuencia directa de la sobreproduccidn 
de citoquinas inflamatorias mhs que de la infeccidn bacteriana. Los mecanismos 
hipotensores presentes en el shock septic0 podrian involucrar a mediadores 
producidos por la activacidn de ciclooxigenasa por IL-1 (Okusawa, S., et al 1988) 
y la produccidn de dxido nirico (Beasley, D. et al. 1991) mientras que la alteracidn 
en el trhfico de leucocitos se debe a 10s cambios en la expresidn de mol~culas de 
adhesi6n debidos a IL-1 (Dejana, E. et al. 1989). 
El IL-lra , al igual que las citoquinas inflamatorias, est4 elevado durante la 
endotoxemia (Granowitz, E.V. et at. 1991, Fischer, E. et at. 1992, Arzt, E. et al. 
1994). Dada la participacidn de las citoquinas en el shock septico, resulta 
evidente y necesaria la existencia de controles de la produccidn y modulacidn de 
la accidn bioldgica de la citoquinas, a trav6s de diversos mecanismos entre 10s 
cuales se involucran 10s inmunoneuroenddcrinos. 
Afecciones que, a1 igual que el shock s6ptic0, estAn asociadas con la produccidn 
de citoquinas como pancreatitis, rechazo de drganos transplantados o 
coagulacidn intravascular diseminada tambibn tienen participacidn de IL-1 
(Dinarello, C.A. 1991). 
Un desbalance del sistema de IL-1 podrfa ser la causa de la aparicidn o el 
desarrollo de algunas patologfas inflamatorias. Por ejemplo, en la artritis 
reumatoidea el balance entre IL-1 e IL-1 ra se encuentra desplazado con respecto 
I-''' 
1 
de IL-lra (Chikanza, I.C. et al. 1995, Arend, W.P. 1993, Firestein, G.S. et al. 1992). 
I 
Tam bi4n se han encontrado relaciones IL-1 /I L-1 ra que favorecen 10s efectos de 
IL-1 en otras patologlas como por ejemplo, enfermedad intestinal inflamatoria 
(Casini-Raggi, V. et al. 1995), leucemia mieloide aguda (Yin, M. et al. 1992), 
diabetes mellitus insulino-dependiente (Mandrup-Poulsen, T. et al. 1993) y 
psoriasis (Hammemberg, C. et al. 1992). 
En algunas enfermedades se encuentran niveles elevados de IL-lra que 
bloquean 10s efectos inmunoestimuladores necesarios para la reacci6n inmune 
correspondiente. Por ejemplo: enfermedad de Hodgkin (Gfuss, H. J. et al. 1992), 
carcinoma broncog6nico (Smith, D.R. et al. 1993) y granulomas producidos por 
huevos de esquistosoma (Chensue, S.W. et al. 1993). 
Sarcomas de Kaposi de pacientes con SlDA expresan IL-1 (Ensoli, 6. et al. 1992). 
Tanto la II-1 como la IL-6 y el bFGF actlSan como factores aut6crinos que 
estimulan la proliferaci6n de dlulas tumorales de Kaposi pero no tienen efectos 
sobre c6lulas endoteliales, fibrobldsticas o musculares normales. El IL-1 ra es 
capaz de suprimir la proliferaci6n in vitro de c6lulas tumorales de Kaposi (Louie, 
S. et al. 1995). 
2.3 RECEPTORES DE IL-1 
Existen hasta el momento dos tipos descriptos de receptores para IL-1. El primer0 
dd ellos, llamado IL-1R tip0 I fue caracterizado por experimentos de uni6n en 
Ifmas celulares linfocitarias (Dower, S.K. et al. 1985). Posteriormente fue clonado 
el cDNA corr&ondiente (Sims, J.E. et al. 1988. Sims et al. 1994). Este tip0 de 
receptor se expresa principalmente en c6lulas TI fibroblastos, queratinocitos, 
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-tocitos y ~ l u l a s  endoteliales aunque este tambikn presente en casi todos 10s 
1 tipos celulares. Su promotor es similar a 10s promotores encontrados en 10s genes 
vitales expresados constitutivamente (Dinarello, C.A. 1994). En experimentos de 
"crosslinking" con IL-1 marcada radioactivamente se observ6 la existencia del 
segundo receptor de IL-1 , llamado IL-1 R tip0 11, el cual tambien fue clonado 
(McMahan, C.J. et al. 1991). A diferencia de 10s receptores de interleuquinas 
li, hematopoy6ticas que cornparten un dominio extracelular, 10s receptores de IL-1 
i i forman parte de la familia de genes de inrnunoglobulinas (Sims, J.E., et al. 1988, I McMahan, C.J. et al. 1991) y tienen un 28 % de homologfa en su secuencia. 
Arnbos t i p s  de receptores son codificados por distintos genes per0 estos estAn 
ligados y se localizan sobre un mismo brazo cromosdmico en distintas especies, 
lo cual hace pensar que se originaron a partir de un mismo gen (Yoo, J. et al 
1994). Tienen un Linico segmento transmembrana per0 el IL-1 R tipo II s61o tiene 
un pequefio segmento citos6lico rnientras que el IL-1R tip0 I tiene un dominio 
citosdlico con sitios fosforilables y por lo tanto capaz de transducir sefiales. Se ha 
propuesto que el receptor de IL-1 t i p  I es el Onico capaz de transducir seiiales 
(Sims, J.E. et al. 1993) mientras que el de tip0 Il,actCa secuestrando la IL-1 
circ~lante y por lo tanto tienen funciones inhibiorias (Colotta, F. et al. 1993. Re, F. 
et al. 1994, Colotta, F. et at. 1994). El IL-1R II es expresado fundamentalmente por 
rnonocitos, neutrdfilos y c6lulas B (Spriggs, M.K. et al. 1990, McMahan, C.J. et al. 
1991). Los monocitos no expresan niveles detectables de IL-1R tip0 I, sin 
embargo algunos efectos de IL-1 sobre estas c6lulas fueron inhibidos con 
anticuerpos contra este tip0 de receptor y no contra el otro (Sims, J.E. et al. 1993, 
Dinarello, C.A. 1991, Sirns, J.E. et al. 1994). Se ha demostrado que un receptor 
quirn6rico que tiene la porci6n extracelular de tipo II y la intracelular de tip0 I es 
capaz de transducir seiiales eficientemente (Heguy. A. et al. 1993). Por otra parte 
se ha observado que ambos tipos de receptores no pueden formar heterodfmeros 
acthrados pot la unidn de 1L-I (Sirns, J.E. et al. 1994). Se ha comprobado que 
I 1~-1ra se une a1 receptor de IL-1 inhibienao competitivamente la unidn de IL-1 
Se han encontrado tambien formas solubles de 10s receptores de IL-1 que unen 
IL-1 disminuyendo su concentracidn en forma libre. Estos receptores solubles 
tambien son capaces de secuestrar IL-1 ra. Mientras que el IL-1 R tip0 II soluble 
junto con IL-1 ra es capaz de inhibir completamente 10s efectos de IL-1, el IL-1 R 
tipo II soluble disminuye la actividad antagonista de IL-Ira (Burger, D. et al. 1995). 
Este es el primer ejemplo en el cual dos tipos de inhibidores contrarrestan 
mutuamente sus efectos dejando la actividad del ligando inalterada. 
3. TRANSDUCCION DE SE~~ALES 
7 Entre las vias de segundos mensajeros involucradas en la activaci6n de las 
dlulas del sistema inmune y regulaci6n de la expresi6n de genes de citoquinas, 
se encuentran la de proteina G y CAMP, 10s mediadores lipidicos como 
diacilglicerol (DAG) y el aumento de las prostaglandinas mediado por protein 
kinasa C. En esta tesis nos centramos en 10s mecanismos de activaci6n de 10s 
monocitos y las vias de transduccidn de seiiales que involucran la IL-1 y su 
receptor. 
Como modelo de activaci6n del monocito se utilizan in vivo o in vitro, LPS que 
consiste en un dominio de polisactlridos variables unidos covalentemente a un 
fosfollpido diglucosamina acetilado, lipido A. El LPS es un potente estimulador de 
la expresi6n de IL-1 e IL-lra. Se une a un receptor macrofhgico llamado CD14 
ademAs de a otros posibles sitios de uni6n menos caracterizados como el 
complejo CD 4 11CD 18 (Cavaillon, J.M. 1994). Los mecanismos de transducci6n 
de sefiales del LPS en monocitos no han sido completamente aclarados per0 
probablemente estan asociados a un aumento intracelular de Ca 2+, activaci6n de 
proteln kinasa C y liberaci6n de prostagrandina E2 (Hamilton, T.A. et al. 1987, 
Cavaillon, J.M. 1994, Dinarello, C.A. 1994). 













I La IL-1 tambien es capaz de estimular la produccidn de DAG. La unidn de IL-1 a 
' su receptor puede activar mediante la activacidn de proteina G, la fosfolipasa C 
IJ que produce diacilglicerol (DAG). Este a su vez activa la proteinkinasa C (PKC) 
I' ' desencadenando una cadena de fosforilaciones que lleva a la activacidn de 
I factores de transcripcibn. La produccidn de DAG estimulada por IL-1 conduce a1 amurnento del RNA mensajero de la ciclooxigenasa y por lo tanto de 
I prostag1andin.a E2 (Dinarello, C. A. 1991 ). 
I 
I 
Los receptores de IL-1 pertenecen a la familia de inmunoglobulinas y no 
presentan 10s siete dominios transrnembrana que poseen 10s receptores que 
transducen seilales a trav6s de proteina G y CAMP. Sin embargo, la transduccidn 
de senales de IL-1 a traves de su receptor est& asociada con la proteina G 
inhibitoria sensible a toxina Pertussis aunque otros autores encontraron una vla 
de transduccibn independiente de proteCna G (Brooks, J.W. et al. 1994). La via de 
cAMP involucra la interacci6n del receptor activado con una proteina G (Gilman, 
A.G. 1987). La proteina G consta de varias subunidades y existen tipos 
estimulatorios e inhibitorios. La subunidad a de la protelna G tiene un sitio para 
ADP ribosilaci6n que es susceptible de ser afectado permanentemente por la 
toxina Pertussis. La toxina pertussis es una ADP-ribosiltransferasa que activa la 
subunidad a Gi y mantiene a las otras subunidades unidas a membrana 
inhibiendo 10s efectos mediados por proteina G. La subunidad a a su vez 
interacciona con la adenilato ciclasa modulando la produccibn de CAMP. A su vez 
el cAMP activa la protein kinasa A (PKA) la cual fosforila a otras proteinas 
ocasionando la activacidn de factores de transcripcidn. 
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En la regulacidn de ta expresi6n de IL-1 tambi6n esthn involucradas las mismas 
vlas de transducci6n de sei'iales que se activan frente a la estimulaci6n del 
monocito con IL-I. Este hecho hace posible que tengan lugar en el monocito 
mecanismos intrlnsecos de feedback que regulen la expresi6n de IL-1. El cAMP 
actica sobre la expresidn de IL-1 inhibiendo o estimulando la sintesis de IL-I 
estimulada por LPS (Hurme, M. et al. 1990, Tannenbaum C.S. et al. 1989, Willis, 
S.A. et al. 1995, Koh, W.S. et al. 1995). Los efectos de cAMP son generalmente 
inhibitorios y el aumento de 10s niveles intracelulares de cAMP esthn asociados 
con la supresi6n de la activacidn del monocito, sin embargo, se ha descripto la 
estimulaci6n de IL-1 por cAMP en monocitos adheridos a la placa de cultivo 
durante tiempos prolongados o estimulados con PMA (Dinarello, C.A. 1991). 
Tambi6n existen otras seiiales que se inducen durante la activacidn del monocito 
como por ejemplo la produccidn de dxido nitrico. PKA y PKC activadas por IL-1 
son capaces de fosforilar la enzima dxido nitrico sintetasa inducible presente en 
monocitos. Esta via de transducci6n es particularmente importante en la activaci6n 
del monocito y el desarrollo de la respuesta inflamatoria (Kanno, K. et al. 1994, 
Balligand, J.L. et al. 1995, Brooks, J. W. et al. 1994). 
Un rol no menos importante en las vias de transduccidn de senales lo juegan las 
fosfatasas serinahreonina (Rossi, B. 1993). Estas enzimas son imprescindibles 
para llevar al estado inactivado a algunos factores de transcripcibn como el 
NF-kB. Por otra parte, tambi6n pueden cumplir con funciones activadoras como en 
el caso de c-jun que tiene que sufrir defosforilaciones en algunos sitios para ser 
activado como parte del factor de transcripcidn AP-1 (Rossi, B. 1993). Los factores 
de transcripci6n mencionados tienen sitios de uni6n en 10s promotores de muchas 
interleuquinag y son activados en el proceso de activacidn del monocito (Brooks, 
J.W. et al. 1994). Ambos factore de transcripcidn son activados en respuesta a IL-I 
(Dinarello, C.A. 1991). Ademas de NF-KB y AP-1, tambi6n NF-IL-6 esth 
regulacidn de la transcripcidn de genes de citoquinas. 
proceso inflamatorio y la 
La comunicaci6n entre c6lulas inmunes y neuroenddcrinas presenta 
caracteristicas pleiotr6picas y redundantes dado que una misma hormona o 
citoquina puede tener varios efectos distintos o varias citoquinas producir efectos 
similares. Las bases moleculares de estos fendmenos se encuetran en las vias de 
transduccidn de senales (Kishimoto, T. et al. 1994). 
4. ACTlVlDAD REGULATORIA DE HORMONAS, NEUROTRANSMISORES Y 
NEUROPEPTIDOS SOBRE EL SISTEMA INMUNE. 
Existen numerosos y variados efectos de hormonas sobre parAmetros inmunes. 
Se han descripto acciones de las hormonas hipotaldmicas, hipofisarias, sexuales 
y metab6licas como insulina por ejemplo (Besedovsky, H. et al. 1992, Savino, W. 
et al. 1995, Spangelo, B.L. et al. 1995). Tambi6n han sido estudiados 10s efectos 
de neurotransmisores y neuropeptidos como adrenalina, acetilcolina, 6xido nitrico, 
sustancia P, bradiquinina, peptido intestinal vasoactivo, somatostatina y 
angiotensina, entre otros (Besedovsky, H. et al. 1992, Merrill, J.E. et al. 1995). 
En la presente introduccidn nos concentramos sdlo en 10s efectos de las 
hormonas del eje HPA. 
4.1 HORMONAS DEL EJE HPA 
El eje HPA es activado en diversas circunstancias y est6 implicado en la 
regulacidn e integraci6n de muchos procesos fisiol6gicos o patoldgicos. Nos 
referiremos i.nicialmente, muy brevemente, a algunas de las acciones de las 
hormonas de este eje. 
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Frente a estimulos estresantes o sigubndo un ritrno circadian0 se produce la 
, ltr - activacidn de la producci6n de glucocorticoides. Estos estirnulos son integrados 
en el sisterna nervioso central y transdwcidos al resto del organism0 a traves del 
sisterna neuroenddcrino (Irving, M. 1994, Varnvakopoulos, N.C. et al. 1994). En el 
hipotAlamo se produce la sintesis de las neurohormonas que controlan la 
produccidn de hormonas hipofisarias. La hormona hipofisaria que regula la 
producci6n de glucocorticoides en la glhndula adrenal es la ACTH. Las 
principales horrnonas hipotalhrnicas inductoras de la secrecibn de ACTH 
conocidas hasta el presente son: la CRH, la vasopresina y la oxitocina (Plotzky, 
P.M. et al. 1987, Orth, D.N. 1992, Vamvakopoulos, N.C. et al. 1994). Estas 
hormonas son sintetizadas y secretadas por las neuronas de 10s nucleos 
paraventricular y supradptico del hipotilarno. Las neuronas productoras de CRH 
se encuentran principalrnente localizadas en la divisidn medial parvocelular del 
nlicleo paraventricular (Charlton, B.G. et al. 1987). Parte de dichas neuronas 
tambien expresan bajos niveles de vasopresina (Orth, D. N. 1992). Aunque las 
neuronas secretoras de oxitocina y la rnayorla de las neuronas hipotalArnicas 
productoras de vasopresina se encuentran concentradas en el nlicleo supradptico 
y en la divisi6n magnocelular del nucleo paraventricular, proyecthndose 
principalmente hacia la pituitaria posterior, diversas publicaciones sugieren que 
dichas neuronas podrian tambien controlar la respuesta de ACTH en la pituitaria 
anterior causada por estresores especfficos (Dohanics, J. E. H.G. et al. 1 99 1 ). Las 
hormonas hipotalhrnicas CRH y vasopresina liberadas en el sistema porta 
hipothlarno-hipofisario actuan sobre receptores especfficos en las c4lulas 
corticotr6ficas de la hipdfisis anterior produciendo la liberacidn de ACTH a la 
circulacidn (Orth, D.N. 1992). Receptores para CRH fueron detectados mediante 
tknicas de autoradiograffa cuantitativa y de unidn en membranas celulares. Se 
lddntificaron sitios de unidn de alta afinidad de la CRH en sisterna nervioso central 
y en hip6fisis anterior (De Souza, E.B. et al. 1985). La distribucidn de los 
receptores de CRH es similar a la de las neuronas productoras de CRH. Fue 
) observada una alta densidad de sitios de unidn en la neocorteza. La uniOn de la 
hormona a su receptor, tanto en ratas como en el cerebro de primates, es 
reversible, saturable y de alta afinidad con una Kd del orden nanomolar (De 
Souza, E.B. et al. 1985). Este receptor transduce su sefial a traves del aumento 
intracelular de CAMP (Audhya, T. et al. 1991, Webster, E.L. et al. 1989). Se han 
r 
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clonado dos tipos de receptores de CRH. El primer0 de ellos, CRH-R1, fue 
, clonado a partir de un tumor corticotr6fico humano y se expresa en celulas 
corticotr6ficas de hip6fisis anterior mediando 10s efectos de CRH sobre la 
liberacidn de ACTH (Chen, R. et al. 1993). Este receptor tambien se encuetra 
ampliamente distribuido en el sistema nervioso central (Potter, E. et al. 1994). 
Recientemente ha sido clonado el segundo tipo de receptor de CRH llamado 
CRH-R2. Este receptor se expresa principalmente en tejidos perifericos como 
corazbn, mlSsculo y pulmones (Stenzel, P. et al. 1995). Para estudiar las funciones 
de CRH tambi6n se han desarrollado animales transgenicos que sobreexpresan 
CRH y desarrollan sintomas de hipercortisolismo (Stenzel-Poore, M.P. et al. 1992) 
y animales que no expresan CRH, 10s cuales tienen bajos niveles de 
glucocorticoides que parecen no afectar a 10s animales adultos per0 si son 
necesarios durante el desarrollo embrionario (Muglia, L. et al. 1995). 
I La ACTH estimula la sintesis y secrecidn de glucocorticoides por parte de la 
I corteza adrenal. ActlSa sobre un receptor de membrana que transduce su seiial 
por la via de CAMP. En las c6lulas de la corteza adrenal, activa las enzimas de las 
vlas biosinteticas de 10s esteroides conduciendo a un aumento de la sintesis y 
secreci6n de glucocorticoides. 
Los glucocorticoides act~jan tambi6n directamente a nivel de la hipdfisis y d e ~  
hipot8lamo (pallman, M.F. et at. 1987) inhibiendo la activacidn del eje. Estos 
efectos de 10s glucocorticoides son mediados por receptores de corticosteroides. 
Existen dos tipos de receptores con diferente afinidad por la corticosterona y 
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I gucocorticoides sinteticos (Reul, J.M.H~. et al. 1985). El receptor del tip0 I es el 
I receptor clhsico de mineralocorticoides con alta afinidad para aldosterona. El receptor del tipo II tiene mayor afinidad por 10s glucocorticoides corticosterona y 
I dexametasona (Reul, J.M.H.M. et al. 1985, Veldhuis, H.D. et al. 1982). Ambos 
I receptores han sido clonados (Arriza, J.L. et a1.1987, Hollenberg, S.M. et al. 1985, Evans, R.M. 1988). 
I 
El eje HPA es de fundamental importancia en el control del sistema inmune. La 
irnportancia del funcionamiento del mismo en el normal desarrollo de la respuesta 
inrnune fue demostrado estudiando las alteraciones inmunes producidas por 
tesiones en diversas hreas hipotalfmicas como asl tambi6n 10s efectos de la 
hipofisectomia y adrenalectomia (Bateman, A. et al. 1989). Tambien se utilizaron 
modelos animales, como las ratas Lewis (Sternberg, E. 1989) o las gallinas de la 
cepa obesa OS (Wick, G. et al. 1993) que presentan enfermedades autoinmunes 
debido a defectos en diferentes niveles del eje HPA (Wick, G. et al. 1993). 
Experirnentos llevados a cab0 con ratas de la cepa Lew/N y Fisher (F344/N) 
ponen en evidencia el rol protector de los glucocorticoides de 10s efectos nocivos 
de una respuesta inmune exacervada (Sternberg, E. et al. 1989). Se ha observado 
que alteraciones de la producci6n de CRH afectan algunas funciones inmunes en 
estas cepas. Por ejemplo, ratas de la cepa LewM son susceptibles a la induccidn 
de artrltis por una inyeccidn de la pared celular de estreptococos. Estas ratas 
muestran un defect0 en la sfntesis y en la secrecidn de la CRH hipotal&rnica, con 
la consecuente reducci6n en la actividad del eje HPA (Sternberg, E. 1989). 
Cuando las ratas Lew/N son tratadas con dexametasona se pierde la 
susceptibilidad a la induccidn de la artritis. Por otro lado, las ratas Fisher 344/N, 
gehbticamente relacionadas con las LewM, son resistentes a la induccidn de 
artritis y muestran un sisterna CRH hipotalhmico funcionalmente normal. 
Cornpatando 10s patrones de respuestas hormonales de las ratas Fisher (F344M) 
(no susceptibles a desarrollar artritis) con las ratas LewlN (susceptibles) se 
ubservan diferencias en ACTH y glucocorticoides plasmhticos, como 
consecuencia de la inyecci6n de IL-la, CRH, SCW y el agonista serotonin6rgico 
quizapine todos ellos activadores del eje HPA por diferentes mecanismos. Las 
ratas LewA muestran una respuesta del eje HPA disminuida con respecto a las 
ratas Fisher. La inhibici6n de 10s efectos de 10s glucocorticoides en las ratas 
Fisher con el antagonista de glucocorticoides RU 38486 o con el antagonista 
serotonin6rgico LY53857, posibilita la inducci6n de artritis en estos animales 
(Sternberg, E. 1989). Dichos experimentos ponen en evidencia el posible rol de 
10s glucocorticoides en el desarrollo de procesos autoinmunes. 
Otro modelo animal que muestra la importancia de las hormonas del eje HPA en 
la regulaci6n de la repuesta inmune es la cepa de gallinas obesas (obese chicken 
strain). Estos animales desarrollan ensponthneamente una tiroiditis autoinmune 
con caracteristicas similares a la tiroiditis de Hashimoto que afecta a humanos. 
Entre las alteraciones inmunes presentan hiperreactividad de las cblulas T y 
expresi6n aberrante de antfgenos del complejo mayor de histocompatibilidad de 
clase II (Wick, G. et al. 1989, Kroemer, G. et al. 1989). Los niveles de 
glucocorticoides totales encontrados son normales per0 10s niveles de globulinas 
que unen glucocorticoides son el doble de 10s niveles normales, por lo tanto la 
actividad neta de 10s glucocorticoides se encuentra disminuida. La 
hiperreactividad de las c4lulas T y su infiltraci6n en la tiroides disminuye con la 
administracibn de glucoccorticoides (Faessler, R. et al. 1988). La respuesta de 10s 
glucocorticoides frente a la estimulaci6n con antigenos no se registra en estos 
animales. No se conocen 10s mecanismos por 10s cuales se desarrolla este tip0 de 
enfermedad autoinmune per0 las interacciones entre el sistema neuroenddcrino y 
el inmune juegan un papel fundamental (Wick, G.  et al. 1993). 
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4.1 -1. CRH Y SISTEMA INMUNE 
Estudios sobre 10s efectos centrales de CRH muestran que tendrla esencialmente 
un rol inhibitorio sobre la respuesta inmune (Irwin, M. ,1994). La CRH administrada 
icv produce una supresidn de la actividad de las c6lulas NK de bazo de rata y 
anticuerpos anti-CRH antagonizan la supresitin de la actividad citot6xica de las 
NK y de la proliferaci6n de linfocitos T inducida por stress (Irwin, M. et all 1987, 
1990, Irwin, M. 1994). La administracibn crbnica de CRH a nivel central produce 
una inhibicidn de la proliferaci6n de esplenocitos per0 a1 mismo tiempo aumenta 
10s niveles de expresi6n de IL-1 e 11-2 (Labeur, M. et al. 1995). La infusi6n 
intracerebroventricular (icv) de IL-1 en ratas produce la rApida supresi6n de varias 
respuestas de linfocitos perifericos. Esta supresi6n se evita completamente con la 
infusi6n de anticuerpos anti-CRH en el ventriculo lateral y parcialmente con el 
bloqueo de la transmisidn neural en 10s ganglios simphticos (Sundar, S.L. et all 
1989; 1990). Estos resultados sugieren que tanto IL-1 como CRH son mediadores 
de 10s efectos inmunosupresores del stress. 
Ademhs de sus efectos a nivel central, la CRH tiene efectos directos sobre las 
c6lulas del sistema inmune (Chrousos, G.P. et al. 1995). Hay varios ejemplos 
descriptos sobre la acci6n de la CRH sobre la proliferaci6n celular. Por ejemplo, 
estimula la proliferaci6n de &lulas mononucleares perifericas en presencia o en 
ausencia de mit6genos como Con A (concanavalina A), PHA (phitohemaglutinina) 
y PWM (pokeweed mitogen) (Singh, V. et al. 1989). Tambien estimula la 
proliferaci6n de linfocitos en presencia de mit6genos dependientes de c6lulas T, 
principalmente Con A, y de monocitos aislados (Singh, V. et al. 1989). En 
humanos el efecto proliferative no es mediado por c6lulas B, (Singh, V. et a1 1990) 
per0 en esplqnocitos de rata la respuesta proliferativa de 10s linfocitos se registra 
s61o en poblacbnes enriquecidas en linfocitos B y no en linfocitos T o macr6fagos. 
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se detectan efectos de CRH sobre la proliferacidn de esplenocitos de 
rata (McGillis, J.P. et al, 1989). 
Existen discrepancias sobre 10s efectos de CRH sobre la actividad NK (natural 
killer). Algunos autores encontraron que la CRH inhibe la actividad "natural killer" 
in vitro (Pawlicovsky, M. et al. 1988, Gatti, G. et al. 1992). Sin embargo, otros 
reportaron que la CRH no tiene efecto sobre la actividad NK in vitro (Singh, V .  et 
al. 1989) o que la aumenta por un mecanismo dependiente de receptores 
opioides. Este liltimo efecto es compartido con arginina vasopresina (Carr, D.J.J. 
et al. 1990). 
Tambibn hay discrepancias en la bibliografia sobre 10s efectos de CRH in vitro en 
relacion a la modiiicacion de parametros que representan el estado de activaci6n 
del sistema inmune. Por ejemplo, algunos autores observaron que la CRH 
aumenta in vitro la cantidad de cblulas que expresan el receptor de 11-2, como 
parametro de activacibn, en preparados de dlulas T (Singh, V. et al. 1989). En 
dlulas mononucleares perifericas, la CRH por sl misma estimula la producci6n de 
11-6. Cuando se agrega LPS en combinacidn con CRH a estos cultivos, la 
produccidn de 11-6 no se modifica con respecto a la estimulada s61o por CRH. La 
produccidn de 11-6 en respuesta a CRH se registra en la fracci6n aislada de 
monocitos per0 no en la fracci6n de linfocitos (Lew,S.C. et al. 1992). Tambien se 
ha observado que la CRH puede estimular la produccidn de IL-I e IL-2 en 
preparaciones de celulas mononucleares en condiciones basales y ademas 
puede aumentar la expresidn de IL-1 estimulada por LPS y la de 11-2 estimulada 
por PHA (Singh, V. et al. 1990). En cambio otros autores reportaron que hay un 
efecto inhibitorio de CRH sobre la producci6n de IL-1 e 11-6 inducida por LPS en 
monocitos (Hagan, P. et al. 1992). Anticuerpos anti-IL-1 suprimen la estimulacidn 
de IL-6 por LPS, pero dado que la inhibici6n de CRH sobre 11-6 no es aditiva, el 
- 
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, - dfecto de CRH sobre IL-6 seria rnediaao por la inhibicidn de IL-1 (Hagan, P. et al. 
1992). Hasta el rnornento no se han aclarado las causas de estas diferencias. 
Fuera del sistema nervioso central, sitios de uni6n especificos para CRH fueron 
localizados en 10s ganglios sirnpdticos, en el tejido crornafin de la rn6dula adrenal 
y en otros 6rganos corno el pdncreas, el intestino, el bazo y esplenocitos murinos 
(Dave, J.R. et al. 1985, Webster, E.L. 1989, Audhya, T. et al. 1991). Se ha 
descripto tarnbi6n la presencia de receptores de CRH en c6lulas rnononucleares, 
linfocitos T (CD4+) (Singh, V. et al. 1988; Webster, E.L. et at. 1990). Este receptor 
transduce su seiial a trav6s del aumento intracelular de CAMP (Audhya, T. et al. 
1991, Webster, E.L. et al. 1989) y es el mediador de 10s efectos directos de CRH 
observados in vitro en c6lulas del sisterna inrnune. 
Ademtis de la presencia de receptores de CRH en c6lulas del sisterna inmune, se 
ha detectado la presencia de RNA rnensajero de CRH en el tirno y el bazo y la 
liberaci6n de CRH en tirnocitos y esplenocitos (Orth, D.N. 1992, Aird, F. et al. 
1993). Estos resultados sugieren que podrian existir interacciones autdcrinas o 
par6crinas en 10s efectos inmunornoduladores de CRH. Por hibridizacidn in situ se 
ha dernostrado la sintesis de RNA mensajero de CRH en linfocitos T, B y 
neutr6filos per0 no en monocitos, hecho confirmado por Northern blot y RIA 
(Stephanou, A. et al. 1990). La CRH sintetizada por los linfocitos T es estirnulada 
por PHA (Ekrnan, R. et al. 1993). La producci6n de CRH por parte de linfocitos y 
esplenocitos tarnbibn es estirnulada por stress celular producido por hipertermia, 
hiperosmolaridad o hipoxia y por mitdgenos corno LPS o concanavalina A 
(Kravchenco, I. et al. 1 994). 
Tarnbien se ha descripto recienternente que en 10s sitios de inflarnacidn hay 
producci6n local de CRH (Karalis, K. et al. 1991). La CRH producida en 10s sitios 
de inflarnaci6n se detect6 por inmunohistoqulrnica y tarnbien por RIA 
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en el hipotalamo y la placenta, 
dos drganos productores de CRH. Anticuerpos anti-CRH administrados 
1 intraperitonealmente en ratas con inflamaciones locales producidas por la 
I 
I inyecci6n subcutdnea de carragenina bloquean 10s sfntomas de inflamacidn 
h (Karalis, K. et al. 1991). Es improbable que 10s efectos de estos anticuerpos Sean 
debidos a la neutralizacidn de 10s efectm de CRH sobre la liberaci6n de ACTH ya 
que 6sta llltima originarfa un estado de hipoglucocorticoidismo que contribuiria a 
exacerbar 10s slntomas inflamatorios. Ademds, la inyeccidn local del anticuerpo en 
10s sitios de inflamaci6n bloque6 totalmente su desarrollo y, en animales 
inyectados con carragenina, 10s niveles plasmdticos de CRH se mantuvieron 
iguales a 10s de 10s controles. En base a estos resultados se postuld que CRH es 
uno de 10s mediadores de la inflamacidn actuando mediante mecanismos 
aut6crinos o pardcrinos (Karalis, K. et al. 1991). En ratas de la cepa Lewis que 
tiene deficiencias en la producci6n de CRH hipotaldmica y que son susceptibles 
al desarrollo de artritis se encontraron altos niveles de CRH en las articulaciones 
inflamadas (Crofford, L.J. et al. 1992). Dado que hay produccidn de CRH en la 
medula espinal, la CRH encontrada en 10s sitios de inflamacidn podria ser 
aportada por 10s nervios perif4ricos. En las mismas articulaciones con artritis se 
encontraron sitios de uni6n para CRH (Crofford, L.J. et al. 1992). Estos resultados 
favorecen la hip6tesis de que la CRH a nivel periferico actlia como un 
inmunoestimulador proinflamatorio. 
4.1.2. ACTH Y SISTEMA INMUNE. 
Varios experimentos in vivo sefialan la importancia del funcionamiento normal de 
la hip6fisis para el desarrollo de la respuesta inmune. En este sentido se ha 
demostrado que la glhndula pituitaria es necesaria para la proteci6n de 10s 
efectos letales de Salmonella typhimurium: el 50 % de las ratas controles 
sobreviven mientras que todas las ratas hipofisectomizadas infectadas mueren en 
28 
pocos dias (Edwards, C.K. et al. 1991). Estudiando 10s pardmetros inmunes en 
I. - . ratas hipofisectomizadas se encontr6 que reduce la sintesis de anticuerpos, la 
citotoxicidad de las NK, la producci6n de 11-2 y la slntesis de TNF-a por 
macr6fagos estimulados por LPS (Exon, J.H. et al. 1990; Edwards, C.K. et al. 
I 
I 
I 1991). Estos resultados explican la baja supervivencia de 10s animales 
I 
I 
1 hipofisectomizados frente a las infecciones. 
Las cdlulas del sistema inmune presentan receptores para la hormona hipofisaria 
ACTH (Smith, E.M. et al. 1987, Clarke, B.L. et al. 1989). Por ejemplo, se ha 
demostrado la presencia de 10s mismos en poblaciones celulares del bazo de 
ratones, 10s cuales presentan 2 afinidades distintas de uni6n para la ACTH 
(Johnson, H.M. et al. 1982). La cantidad de receptores expresados en c4lulas del 
sistema inmune son comparables a 10s encontrados en c4lulas de la corteza 
adrenal sensibles a ACTH. 
Tambidn se ha observado que la activaci6n de 10s esplenocitos con mitdgenos 
produce un aumento de 10s receptores de ACTH (Smith, E.M. et al. 1987, Clarke, 
B.L. et al. 1989). 
Se han observado distintos efectos directos de ACTH sobre ctilulas del sistema 
inmune. Por ejemplo, la ACTH inhibe la producci6n de anticuerpos dependiente o 
independiente de las c4lulas T (Johnson, H.M. et al. 1982). Otros autores 
observaron un aumento en la proliferaci6n de ctilulas B y en la producci6n de 
anticuerpos inducidos por ACTH (Alvarez-Mon, M. et al. 1985). Mhs recientemente 
se observ6 que ACTH tiene un efecto bifdsico sobre la producci6n de anticuerpos 
dependiendo de la dosis. En bajas concentraciones se induce la secrecidn de IgM 
por la llnea murina de cdlulas B, mientras que, en altas concentraciones inhibe 
dicha secreci6n (Bost, K.L. et al. 1990). 
' 1 I ACTH tiene efectos inhibitorios sobre la produccidn y funcidn de IFN-y. Esta I hormona suprime la produccidn de IFN-y por 10s linfocitos T (Johnson, H.M. et al. I I 1984) y bloquea la funci6n del IFN-y de estirnular la actividad tumoricida de 10s 
macrdfagos (Koff, W.C. et al. 1985). 
Existe una familia de peptidos con actividad inhibtoria de 10s efectos de ACTH, 
llamados corticostatinas. Se han descripto varios tipos de corticostatinas que 
desplazan la uni6n de ACTH a su receptor. Son producidas en diversos tejidos y 
tarnbi6n en celulas del sistema inmune como neutrdfilos, macrdfagos y monocitos 
(Solomon, S. 1993). 
Los glucocorticoides tienen un rol fisiol6gico fundamental en la respuesta al 
estres: previenen una respuesta exagerada durante la activaci6n de los 
mecanismos de defensa. Estos mecanismos de defensa son protectores en sus 
fases iniciales y actoan bajo Una estricta regulacidn pero pueden dar origen a 
patologias cuando estan fuera de control (Munck, A. et al. 1984). 
El rol de 10s glucocorticoides ha sido demostrado por el uso de diferentes modelos 
in vitro e in vivo: por remocidn de 10s glucocorticoides enddgenos (adrenalectomia 
6 administracidn de antagonistas del receptor de glucocorticoides), o bien por 
administracidn de glucocorticoides ex&genos (Munck, A. et al. 1984). 
Como ya se enuncid, 10s glucocorticoides rnediante un feedback negativo inhiben 
la activacidn del eje HPA. Actzjan sobre el hipot&lamo y la hiwfisis inhibiendo la 
produccidn de.CRH y de ACTH. Ademas de este mecanismo de autorregulacidn, 
tambi6n estBn involucrados directamente en la regulacidn de la respuesta 
inrnune. Se ha demostrado que la adrenalectomla incrementa la sensibilidad a la 
- 
letal del LPS (Abernathy, R.S. et al. 1957, Swingle. W.W. 1944) y del 
TNF-a. Este efecto de sensibilizacidn puede ser imitado inhibiendo 10s efectos 1 ' =  protectores de 10s glucocorticoides con el antagonista del receptor de 
I 
glucocorticoides RU38486 (Lazar, G. et al. 1986, Hawes, A.S. et al. 1992). En 
estudios metabdlicos y analizando la respuesta de animales sensibles o 
resistentes a LPS, se determind que 10s glucocorticoides protegen de 10s efectos 
tdxicos del LPS (Berry, L. et al. 1964, Gadina, M. et al. 1991). Por otro lado existen 
evidencias de que la susceptibilidad a la accidn letal del LPS y TNF-a varia con el 
ritmo circadian0 siguiendo el mismo patrdn que la liberacidn de glucocorticoides 
(Langevin, T. et al. 1987). 
Distintos tejidos linfocitarios, por ejemplo el bazo y el timo, o distintas especies 
presentan distinta sensibilidad a 10s glucocorticoides per0 6sta no estb 
correlacionada con el nlimero de receptores de glucocorticoides presentes ni con 
la afinidad de 10s mismos (Baxter, J.D. et al. 1972). Variaciones en el nljmero de 
receptores de glucocorticoides durante el ciclo celular o seguidos por una 
estimulacidn mitoghica (con un aumento a1 doble o triple), no ocurren en paralelo 
con un cambio en la sensibilidad (Smith, K.A. et al. 1977, Crabtree, G.R. et al. 
1980, Cupps, T.R. et al. 1982). Estas diferencias en el funcionamiento de 10s 
receptores de glucocorticoides podrla deberse a la participacidn de otros factores 
entre 10s cuales las citoquinas cumplirlan un rol fundamental. 
Los glucocorticoides son ampliamente usados como drogas antiinflamatorias e 
inmunosUpresoras en la clinica. Sus efectos antiinflamatorios son debidos en 
parte a la inhiibicidn de la induccidn de sustancias vasoactivas mediante el 
bloqueo del metabolismo del Acido araquiddnico, el cual actua como segundo 
mensajero produciendo vasodilataci6n y cambiando la distribuci6n del trAfico de 
c4llrlas inmunes. Los mecanismos por 10s cuales 10s glucocorticoides producen 
inml1nosupresi6n~ incluyen: la lisis de linfocitos, la inhibici6n de la proliferacidn y 
r: 
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3 m- I funcibn lin f 0-redistr ibudh del trhnsito linfocitario (Dracott, B.N. et a1 
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1979, Cupps, T.R. et al. 1982). 
Los glucocorticoides producen una rapids redistribucidn de las poblaciones de 
linfocitos. Producen una linfopenia transient0 y 10s niveles normales de linfocitos 
circulantes se recuperan a las 24 horas (Fauci, A.S. 1976). Los mecanismos 
mediante 10s cuales 10s glucocorticoides modulan el trdnsito linfocitario no se 
conocen en detalle, per0 se ha dernostrado que producen carnbios en la 
expresidn de protelnas de membrana asociadas a 10s cambios de patrones de 
circulacidn (Woodruff, J. et al. 1968). La base de estos efectos es el cambio en las 
propiedades de adhesi6n y quimiotaxis de distintas poblaciones de c4lulas 
inmunes. Por ejemplo, inhiben la expresi6n de las mol6culas de adhesidn 
ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule 1) e ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecule 1) en celulas endoteliales estirnuladas con endotoxinas 
(Cronstein B.N. et al. 1992), lo cual inhibe el trdnsito de linfocitos hacia 10s tejidos 
inflamados. 
Los glucocorticoides tambien inhiben la proliferacibn de linfocitos T estimulada 
por Con A o PHA mientras que 10s linfocitos B estirnulados con PWM son 
tesistentes (Gillis, S. et al. 1979, Palacios, R. et al. 1982). Estos efectos fueron 
confirmados en estudios in vivo (Cupps, T.R. et al. 1982). AdemAs de 10s efectos 
sobre la proliferacidn tienen efectos sobre la diferenciacidn celular, por ejemplo, 
inhiben la diferenciacidn de 10s macr6fagos (Cupps, T.R. et al. 1982, Baybutt, H.N. 
et al. 1990). Tambi4n intervienen en el proceso de diferenciacidn intratlmica 
modulando la proporcibn entre distintas subpoblaciones de timocitos (Screpanti, 1. 
et al. 1989). Los glucocorticoides participarlan en el proceso de seleccidn clonal 
de dlulas tfmicas no reactivas durante su maduracibn. Son capaces de inducir la 
lisis de las dllrlas T inmaduras presentes en la corteza del timo y las c4lulas 6 
foliculares. Sin embargo, las c6lulas T maduras (medulares) y las c6lulas B 
I 
I actbadas, son relativamente resistentes a la muerte celular inducida por 
I glUcocorticoides (Cohen, J. J. et al. 1 984). 
I Han sido reportados diversos efectos de los glucocorticoides sobre la actidad de 
, I dlulas NK. Diferentes autores en distintos rnodelos han encontrado tanto efectos supresores como estimuladores en ensayos in vivo (Onsrud, M. et al. 1981, 
I Parrillo, J.E. et al. 1978). Tambi6n se han encontrado distintos efectos in vitro 
I sobre la actividad NK (Parrillo, J.E. et al. 1978). 
La producci6n de citoquinas es afectada en forma dire& por 10s glucocorticoides. 
Se observi, que 10s glucocorticoides inhiben la transcripcidn de 11-1 0 en ensayos 
de transcripci6n in vitro con nrScleos aislados de c4lulas de la llnea monocitica 
U-937 previamente tratadas con glucocorticoides y estimuladas con LPS o 6steres 
de forbol (Lee, S. et al. 1988). Los efectos inhibitorios sobre la transcripci6n de 
lL-I p son ya muy marcados a las tres horas del agregado de dexametasona (Lee, 
S. et al. 1988). Otro de 10s mecanismos por 10s cuales 10s glucocorticoides inhiben 
la expresi6n de IL-1 es mediante el aumento de la degradaci6n de su RNA 
mensajero. En este caso, el mRNA de IL-1 p estimulado por LPS en presencia de 
dexametasona comienza a decaer a las tres horas pero su efecto es miis notorio 
reci6n a las seis horas (Lee, S. et al. 1988, Knudsen, P.J. et al. 1987). Los 
glucocorticoides disminuyen la produccidn de IL-2 a nivel transcripcional 
mediante la unidn de su receptor activado a sitios especificos en la zona 
r~ulatoria del gen (Gillis, S. et at. 1979, Boumpas, D.T. et al. 1991, Vacca, A. et al. 
1992). Tambi6n hay un efecto inhibitorio a nivel postranscripcional tanto de 11-2 
como de su teceptor (Boumpas, D.T. et al. 1991, Reed, J.C. et al. 1986). Ademas 
inhiben la transcripcidn de 11-3 y la acumulaci6n de mRNA de interferdn-y (Arya, 
S.K. et al. 1984). La produccidn de TNF-a es suprimida por glucocorticoides 
(Beutlet, B. et al. 1986; Parant, M. et al. 1991). Tambi4n 11-6, IL-8, GM-CSF y 
G-CSF liberados en respuesta a diferentes estlmulos son inhibidos por 
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I (Waage, A. et al. 1 990, Tobler, A. et al. 1 992, Hamilton, J. A. et al. 
Sin embargo, algunas interacciones entre 10s glucocorticoides y las citoquinas 
presentan patrones de regulaci6n mAs complejos. Por ejemplo, la producci6n de 
TNF-a en macrbfagos peritoneales estimulados con LPS in vitro es inhibida por 
glucocorticoides. Esta inhibici6n es parcialmente revertida por IFN-y (Luedke, C.E. 
et al. 1990). Sin embargo, 11-4 potencia el efecto inhibitorio de 10s glucocorticoides 
sobre IL-1, TNF-a y prostaglandina E2 en monocitos humanos (Hart, P. et al. 
1990). Por otro lado, cuando el estlmulo para la producci6n de TNF o IL-1 es el 
forbol miristato acetato (PMA), 10s glucocorticoides no tienen efecto (Debets, J.M. 
et al. 1989). Los efectos inhibitorios de 10s glucocorticoides tienen lugar a nivel 
transcripcional, por lo tanto es probable que la ausencia de efectos sobre la 
estimulaci6n por PMA puede deberse a un efecto estabilizador del PMA sobre el 
mRNA de estas citoquinas (Akira, S. et al. 1990). 
I Ademas de 10s efectos inhibitorios de 10s glucocorticoides sobre IL-1 ya 
I mencionados, nuestro grupo ha demostrado recientemente que 10s 
glucocorticoides suprimen la expresidn de IL-1 ra estimulada por LPS en 
I monocitos humanos (Arzt, E. et all 1994). Esta inhibicidn puede ser mediada en 
I parte por el receptor de mineralocorticoides que es expresados por 10s monocitos 
I (Sauer, J. et al. 1995). Esta participacidn del receptor de mineralocorticoides podria estar relacionada con la formaci6n de heterodlmeros de receptores de 
I gllrcocorticoides y mineralocorticoides que ha sido recientemente demostrada en 
en c6lulas del sistema nervioso (Trapp, T. et al. 1994). Estos datos tornados en 
conjunto parecen parad6jicos dado que un agente antiinflamatorio inhibe a un 
mediador de la inflamaci6n y tambi6n a su antagonista end6geno. Sin embargo, 
se explican por el rol que tienen 10s glucocorticoides de prevenir una excesiva 
reaccidn del sistema inmune. En este caso 10s glucocorticoides cumplirian con el 
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I papel de reprirnir la expresidn de todo el sisterna de IL-1 para devolverlo a una 
shcidn de homeostasis. Por lo tanto, exWe una regulacidn fina del sisterna de la 
I IL-1 que involucra a 10s glucocorticoides y podrla hipot6ticarnente tarnbib 
I involucrar a otras horrnonas del eje HPA. La potencialidad de aplicaciones 
I terap6uticas y la necesidad de una rnejor cornprensidn del rol en patologias relacionadas justifican la realizacidn de estudios rnhs profundos sobre 10s 


















Los glucocorticoides a pesar de sus efectos inmunosupresores tienen efectos 
estirnulatorios sobre la expresidn del receptor de IL-1. En linfocitos B se ha 
dernostrado que 10s glucocorticoides awnentan el nirrnero de sitios de unidn de 
IL-1 (Akahoshi, T, et al. 1988). Asi por ejemplo se observd un aurnento de 10s 
receptores para IL-1 en linfocitos B, fibroblastos y varias lineas celulares 
(Gottschall, P.E. et al. 1991), pero no en linfocitos T, ni en rnonocitos (Akahoshi, T, 
et al. 1988). Por otra parte, en otras c6lulas inrnunes, polirnorfonucleares y llneas 
clulares monoclticas 10s glucocorticoides aurnentan la expresidn del receptor de 
IL-I tipo II (Re, F. et al. 1994). El aurnento de la unidn de IL-1 debido al receptor 
tipo II podria inhibir 10s efectos de IL-1 al no transducir seAal y cornpetir con el 
receptor funcional tipo I corno ya se rnenciond en la seccidn 2.3. De esta rnanera, 
el efecto final de 10s glucocorticoides sobre la accidn de I L-1 seria inhibitorio. 
En el caso de 10s receptores para 11-6, 10s glucocorticoides acttian aurnentando su 
expresidn en distintas lineas celulares corno en las de hepatorna hurnano, 
monocitica humaha U-937, linforna BMNH y epiteliales (Snyers, L. et al. 1990). 
Las bases rnoleculares de estos efectos de 10s glucocorticoides sobre la 
expresidn g6nica de citoquinas han sido estudiados. Los receptores de 
gltkmnrticddes se encuentran presentes en la mayorla de 10s tipos celulares dei 
sistema inmune y median sus potentes dectos inmunosupresores (Munck, A. et al. 
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1984). Tambien se identificaron secuencias de DNA conservadas 
correspondientes a 10s sitios de reconocimiento del receptor activado de 
glucocorticoides (GRE) en el extremo 5' de varios genes que codifican para 
citoquinas (Akira, S. et al. 1990). Estas secuencias serlan 10s blancos directos de 
10s receptores activados responsables de la inhibicidn de la transcripcidn. En 10s 
Oltimos aiios se han acumulado evidencias de que 10s mecanismos de 
transduccidn de seiiales pueden interaccionar entre s i  dando como resultado 
respuestas miis especlficas y flexibles. Por atro lado, existen evidencias de que el 
receptor activado de glucocorticoides puede interactuar con factores de 
transcripcidn como NFKB d AP-1 (Truss, M. et al. 1993). Estas interacciones son 
importantes para la regulacidn de la transcripcidn de 10s genes de muchas 
citoquinas y mol6culas de adhesidn que median efectos inflamatorios. Por 
ejemplo, el receptor de glucocorticoides activado por sus ligandos reprime la 
activacidn de la transcripcidn de la rnol4cula de adhesidn ICAM mediada por el 
factor NF-KB (Caldenhoven, E. et al. 1995). Los glucocorticoides tam bidn activan 
la transcripcidn del inhibidor de NF-KB llamado IKB (Scheinman, R.I. et al. 1995, 
Auphan, N. et al. 1995). 
Se han descripto alteraciones de algunos pariimetros del funcionamiento del 
slstema inmune en patologias neuroenddcrinas que afectan 10s niveles de 
glucocorticoides. Por ejemplo, 10s linfocitos de pacientes con hipercortisolismo 
(enfermedad de Cushing) producen menor cantidad de 11-2 que 10s pacientes con 
hipocortisolemia debida a insuficiencia adrenal (Sauer, J. et al. 1994). Los niveles 
enddgenos plasmAticos de glucocorticoides presentan una relacidn inversa con el 
peso del bazo, el nOmero de c6lulas mononucleares, y 10s niveles basales de 
cdlulas secretoras de inmunoglobulinas (Besedovsky, H. et al 1992). La 
administracidn de glucocorticoides exdgenos induce la involucidn del timo, y 
disminuyen el ndmero de timocitos, esplenocitos y de linfocitos circulantes 
periiicos (Dracott, B.N. et al. 1979). 
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5. EFECTOS DE LAS CITOQUINAS SOBRE EL SISTEMA NEUROENDOCRINO d 
t 
Es sabido que durante procesos infecciosos, inflamatorios o neoplAsicos se 
producen cambios enddcrinos y comportamentales. Estudios pioneros de 
Besedovsky en el aAo 1977 demostraron que existe una comunicacidn desde el 
sistema inmune hacia el sistema nervioso central que es mediada por las 
citoquinas secretadas por el sistema inmune (Besedovsky, H. et al. 1992). Las 
citoquinas actuan a nivel del sistema nervioso central regulando diferentes 
funciones y en particular tienen efectos sobre el sistema neuroend6crino 
regulando la actividad del hipothlamo, la pituitaria y la glAndula adrenal 
(Besedovsky, H. et al. 1992). Los estudios iniciales consistieron en la observaci6n 
de 10s efectos centrales y enddcrinos de la administracidn de antigenos o 
citoquinas. Por ejemplo, fue detectado un aumento en la tasa de descarga 
neuronal en el nucleo ventromedial per0 no en el nucleo anterior del hipothlamo 
de la rata tres dias despu6s de la administracidn de un antigen0 (Besedovsky, H. 
et al. 1992). El mismo tratamiento produce cambios en la actividad del nucleo 
paraventricular y en el Area predptica anterior del hipothlamo (Saphier, D. et al. 
1987). Para caracterizar 10s factores que median estos efectos y su origen se 
usaron medios condicionados por c6lulas del sistema inmune. Una disminuci6n 
en la concentracidn de NA en las neuronas NA del hipothlamo y del tronco 
cerebral fue inducida por una inyeccidn ip de sobrenadantes obtenidos de 
esplenocitos estimulados por Con A (Besedovsky, H. et al. 1983). Asi, productos 
secretados por linfocitos activados, son capaces de estimular regiones especificas 
dentro del sistema nervioso central, ya sea directa o indirectamente. En estudios 
posteriores estos factores liberados por 10s linfocitos fueron identificados como 
interleuquinas, entre las cuales la IL-1 tiene 10s efectos mhs marcados. 
Sobrenadantes de cultivo de linfocitos infectados con virus capaces de inducir la 
Iiberacidn de ACTH perdieron esta capacidad cuando se incubaron con 
anticuerpos neutralizantes anti-lL-1 (Besedovsky, H. et al. 1992). Entre las 
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acciones neuroend6crinas de 11-1 s e  idestaca la estimulaci6n de CRH, 
' norepinefrina y dopamina en el hipotsllamo (Besedovsky 1992, Bateman, A. et al. 
1989). El sitio de acci6n de IL-1 en la estimulaci6n de la liberacidn de CRH es el 
I hipotsllamo dado que se ha observedo el efecto direct0 de IL-1 sobre esta 
I 
I estructura in vitro (Sapolsky, R. et al. 1987, Berkenbosch, R. et al. 1987, 
Tsagarakis, S. et al. 1989). En el hipotsllamo se han encontrado receptores para 
IL-1 tipo I funcionales localizados en la eminencia media (Cunningham, E.T. et al. 
1992, Matta, S.G. et al. 1993, Bateman, A. et al. 1989, Takao, T. et al. 1993). Por 
otra parte, 10s nucleos productores de CRH estsln inervados por neuronas 
productoras de IL-1 (Breder, C.D. et al. 1988). En estudios in vivo con anticuerpos 
anti-CRH se determin6 que el increment0 en 10s niveles de CRH es un paso 
esencial en la estimulaci6n de la produccidn de ACTH y glucocorticoides por parte 
de la IL-1 (Uehara, A. et al. 1987). Tambidn se observ6 que lesiones del nucleo 
paraventricular del hipotsllamo, sitio donde se produce CRH, bloquean la 
inducci6n de ACTH y glucocorticoides por IL-1 (Rivier, C. et al. 1993). Por otra 
parte, la inyeccidn intraperitoneal de anti-IL-6 antes de la aplicacidn de IL-1, 
bloquea la elevaci6n de 10s niveles plasm&ticos de ACTH inducidos por IL-1 
(Perlstein, R.S. et al. 1993), lo cual demuestra que 10s efectos de IL-1 estan 
mediados por 11-6. Sin embargo, 10s mecanismos por 10s cuales la IL-1 estimula la 
producci6n de CRH todavla no son claros. 
La gYndula hipdfisis constituye un nexo entre el cerebro y 10s sistemas end6crino 
e inmune y por lo tanto es el 6rgano blanco de muchas acciones de las citoquinas 
sobre el sistema neuroend6crino y es responsable de muchos de 10s efectos que 
las citoquinas producen sobre este sistema. La IL-1 puede actuar directamente a 
nivel de la hip6fisis induciendo la liberaci6n de ACTH. Esto ha sido demostrado 
en cultivos prolongados de c4lulas normales de hip6fisis (Bernton, E.W. et al. 
1987, Bateman, A., et al. 1989, Hermus, A. et al. 1990). Recientemente se ha 
descripto que la CRH facilita la induccibn de la liberacidn de ACTH por IL-1 en 
I dlulas corticotrdficas (Payne, L.C. et al. 1994). Dado que la IL-1 es producida intrlnsecamente en esta glhndula, tambi6n es posible que regule la liberaci6n de 
1 ACTH y otras horrnonas hipofisarias por rnecanisrnos aut6crinos o parhcrinos 
1 (Spangelo, B.L. et al. 1995). 
Aunque es probable que in vivo el mecanismo mhs importante para la induccidn 
por IL-1 de la slntesis de glucocorticoides sea mediada por CRH y ACTH, se ha 
demostrado que la IL-1 tambi4n es capaz de inducir directamente la sintesis de 
esteroides en la glhndula adrenal (Roh, MS. et at. 1987, Hermus, A.R.M.M. et al. 
1990). En forma anhloga, tambien es capaz de inducir la sintesis de esteroides en 
otros drganos blanco como ovario o testlculos (Hermus, A.R.M.M. et al. 1990). La 
IL-1 puede estimular la produccidn de glucocorticoides en gliindulas adrenales 
aisladas in vitro como asl tambien en cultivos celulares de corteza adrenal (Roh, 
M.S. et al. 1987, Salas, M. et al. 1989). 
Otras citoquinas inflamatorias, como IL-6 y TNF-a, tienen efectos similares 
(Spangelo, B.L. et al. 1995). El TNF-a produce, por administracidn i.v. en la rata, el 
aumento de ACTH plasmhtica y estirnula la secreci6n de ACTH por accidn directa 
sobre las c6lulas de la pituitaria (Bernardini, R. et al. 1990, Gaillard, T.R. et al. 
1990). Sin embargo, in vitro, el TNF-a inhibe la secreci6n de ACTH estimulada por 
CRH y no tiene ningon efecto sobre las c6lulas de la hipdfisis o del hipothlamo 
(hlavarra, P. et a(. 1991). En el caso de 11-2, ha sido demostrado que estimula la 
expresidn del gen de POMC y la liberacidn de ACTH in vitro (Brown, S.L. et al. 
1987, Low, K.G. et al. 1987; Karanth, S. et al. 1991, Smith, L.R. et al. 1989). In vivo, 
eleva 10s niveles de O-endorfina, ACTH y cortisol en pacientes humanos con 
cancer (Lotze, M.T. et al. 1985, Denicoff, K.D. et al. 1989). Tambi6n induce el 
aumento de ACTH en ratas normales. Sin embargo, varios trabajos describen la 
ausencia de efectos de la IL-2 en estos sistemas pero segdn ha sido demostrado 
por 10s trabajos de Naito y colaboradores (Naito, Y. et al. 1989), las discrepancias 
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1 se deben a que la 11-2 tiene especifiddad de especie y algunos trabajos previos 
no tuvieron en cuenta esta caracterlstica. 
Las interleuquinas tambien tienen efectos sobre la diferenciacidn y el crecimiento 
de 6rganos del sistema neuroendbcrino. Por ejemplo, la IL-1 estimula el 
crecimiento de astrocitos mientras que la 11-2 estimula a 10s oligodendrocitos. A su 
vez, la respuesta a la 11-2 est6 regulada a lo largo del desarrollo (Merril, J.E. et al. 
1984, 1987, 1990). Se ha observado in vitro que algunas interleuquinas actljan 
como factores de crecimiento neuronal (Hama, T. et al. 1989, Kamegai, M. et al. 
1989). Se ha demostrado que la 11-2 y la 11-6 regulan el crecimiento de c6lulas de 
la hip6fisis (Arzt, E. et al. 1992). Fue descripto que mientras estas interleuquinas 
inhiben el crecimiento de celulas normales, estimulan la proliferaci6n de celulas 
tumorales de la hip6fisis sugiriendo que existe un cambio en la sensibilidad a las 
interleuquinas durante el preceso de transformaci6n y desarrollo tumoral. 
Estos, y otros resultados sugieren un rol fino de estas citoquinas en el control del 
crecimiento, diferenciaci6n y funci6n de ciertas estructuras del sistema 
ne~roend6crino. 
Ademas de set mediadoras de la inflamaci6n, las interleuquinas juegan un rol 
fisiol6gico como factores tr6ficos, neuromoduladores o neurotransmisores, 
ocasionando cambios a nivel enddcrino y en el comportamiento del individuo. Se 
encuentran bieh caracterizados 10s efectos centrales que ocasionan las citoquinas 
(de origen central 6 periferico) y en particular la IL-1 y el TNF-a durante una 
infeccidn, como hipertermia, aumento de la fase lenta del suefio, astenia, 
adinamia, anorexia y 10s efectos perifericos como artralgias e inhibicidn de la 
secreci6n dcida y del vaciamiento ghstricos (Kent, S. et al. 1992). 
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La base molecular y celular de 10s mecanismos responsables de la accidn de las 
citoquinas en el sistema neuroendkrino es la expresidn de sus receptores. Dado 
que ademas de expresar receptores para interleuquinas, 10s drganos 
neuroenddcrinos tambi6n son productores de interleuquinas, esto hace posible la 
existencia de mecanismos aut6crinos o particrinos que controlan el 
fllhcionamiento del sistema neuroendbcrino. 
Ademhs de las c6lulas inmunes, el sisterna nervioso central es una de las fuentes 
productoras de linfoquinas. Por ejemplo, dlulas de la micro y macroglia producen 
IL-1, TNF-a, IFN-y, IL-2 e 11-3 (Okamoto, Y. et al. 1990, Lieberrnann, A.P. et al. 
1989 , Velasco, S. et al. 1991, Merrill, J.E. et al. 1987, 1990). En neuronas del 
hipocarnpo se describi6 la expresidn de receptores para IL-1 e 11-2 (Takao, T. et 
at. 1990, Cunningham, E.T. et al. 1992, Ban, E. et al. 1991, 1993). 
Entre las citoquinas identificadas en el sistema nervioso central se encuentran las 
interleuquinas 1, 2, 3, 6, IL-lra, TNF-a, IFN-y y TGFp (Okamoto, Y. et at. 1990, 
Liebermann, A.P. et at. 1989 , Velasco, S. et al. 1991, Merrill, J.E. et al. 1987, 
1990). La expresidn de estas citoquinas tiene lugar principalmente en &lulas de 
la glia. 
De todas estas citoquinas halladas en el sistema nervioso, algunas se han 
hallado en situaciones de homeostasis, en cambio otras han sido detectadas 
despu6s de la induccidn con mit6genos o antlgenos o asociadas a dafio cerebral. 
Las dlulas de la glla cumplen funciones similares a las de las dlulas del sistema 
lnmUne como !agocltosis, presentadb de antlgenos y secreci6n de citoquinas. La 
micro y macro glia posee la capacidad de secretar ciertas citoquinas en 
determinadas situaciones patoltjgicas, aunque no este bien determinado su rot 
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I IChpatog6nico, como por ejemplo, la secrecidn de IL-1, TNF-a y ' TNF-p "'7 en la 
I 
esclerosis moltiple, la de IL-1 en Atzheimer y TNF-a e 11-6 en meningitis 
I bacteriana, HIV o injuria tisular (Morganti-Kossmann, M.C. et al. 1992). 
Dentro del sistema nervioso central, tambien en estructuras con funcidn enddcrina 
se ha detectado la expresidn de interleuquinas y sus receptores. IL-lg e IL-6 
fueron halladas en c6lulas del hipothlamo (Breder, C.D. et al. 1988). 11-18 fue 
localizada en fibras del hipot6lamo que inervan grupos de c6lulas enddcrinas 
(Breder, C.D. et al. 1988). El antagonista del receptor de IL-1 se detect6 por 
hibridizacidn in situ en cerebelo, hipocampo y nocleo paraventricular del 
hipotAlamo (Licino, J. et al. 1991). La presencia de 11-6 y del receptor de 11-6 fue 
detectada en el hipocampo y hipotalamo de rata por hibridizacidn in situ 
(Sch6bitz, B. et al. 1993) Tambi6n la expresidn del mRNA y liberacidn de IL-6 fue 
descripta en cultivos de dlulas del hipotalamo (Spangelo, B.L. et al. 1990). 
En la hipdfisis fue demostrada la producci6n de IL-1. El material inmunoreactivo 
para IL-1 R al igual que su mRNA encontrados en la pituitaria se incrementan 
despu6s de un tratamiento inmunoestimulante con LPS (Koenig, J. I. et al. 1990). 
Tambi6n se demostrd recientemente la sitesis en adenomas de hipdfisis de IL-1 ra, 
predominantemente la forma intracelular (Sauer, J. et al. 1994). Se describid la 
expresidn del receptor de IL-1 en c6lulas de pituitaria de ratdn y c6lulas AtT-20 
corticotr6ficas (Koenig, J. I. et al. 1990, Takao, T. et al. 1990). Por experimentos de 
unidn y localizacidn in situ se mostrd la presencia del receptor de IL-1 tipo I en 
todo el 16bulo anterior de la hip6fisis (Takao, T. et al. 1992). La expresidn de este 
receptor es regulada por LPS en forma reciproca.a la regulacidn ejercida kobre 
IL-1 y tambi6n es modulada por glucocorticoides (Takao, T. et al. 1993). La 
expresidn de IL-1 y su receptor como asl tambien de I I-1 ra en la hiwfisis provee 
las bases moleculares para interpretar las posibles acciones aut6crinas y 
par6erinas de este sistema. 
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II por IL-1 (Spangelo, B.L. et al. 1991, Yamaguchi, M. et al. 1990). Ademhs se 
L' detect6 la expresi6n de 11-6 en pituitaria anterior de rata, cultivos de adenomas 
corticotrdficos y cultivos de adenomas de pituitaria humanos (Vankelecom, H. et 
al. 1989, Spangelo, B.L. et al. 1990a, 1990b, 1990c, Velkeniers, B. et al. 1991, 
Jones,T.H. et al. 1991, 1993, 1994). Se encontr6 que c4lulas de la hip6fisis 
anterior expresan receptores para 11-6 (Ohmichi, M. et al. 1992). Tambi6n se 
observ6 la expresi6n de 11-2 y su receptor en llneas celulares hipofisarias de rata 
(Arzt, E. et al. 1992). 
7. CIRCUIT0 DE FEEDBACK INMUNE-HPA 
Los ejemplos enunciados arriba son algunas de las evidencias que conforman las 
bases moleculares y celulares de las vlas de comunicacidn bidireccional y la 
interregulaci6n entre el sistema neuroend6crino y las c4lulas inmunes 
(Besedovsky, H, et al. 1992, Chrousos, G.P. 1995, Spangelo, B.L. et al. 1995). 
Estos circuitos entre ambos sistemas cumplen el rol de informar a uno de ellos el 
estado de homeoestasis, o no, en que se encuentra el otro. La existencia de estas 
interacciones funcionales posibilita que alteraciones producidas en uno de 10s 
sistemas resulte patol6gica sobre el otro. Cada uno de estos sistemas es capaz de 
recibir en forma especifica distintas senales del medio ambiente. El sistema 
inmune esth capacitado para captar estfmulos que no son reconocidos por el 
sistema nervioso central y perif4rico por ejemplo la presencia de agentes 
infecciosos, tumores y daAo celular (Bateman, A. et al. 1989). Este reconocimiento 
es transformado por las c4lulas inmunes en senales humorales que acbjan sobre 
el sistema neuroend6crino (Besedovsky, H. et al. 1992). En respuesta, el sistema 
nervioso central y perifbrico libera hormonas neurotransmisores y neuropeptidos, 
que son reconocidas por las cBlulas del sistema inmune provocando cambios 
inmunol6gicos especlficos (Blalock, J. E. 1984). 
'El conocimiento de estas vlas de accidn permitirfa una posible acci6n 
farmacol6gica y terapeutica en el tratamiento de las enfermedades originadas en 
ambos sistemas. 
Entre estos circuitos, en respuesta a una infeccidn o inflamacibn, el individuo 
produce citoquinas inflamatorias, que entre otras actividades, pueden actuar a 
nivel hipotalAmico, hipofisario o adrenal activando la liberaci6n de CRH, ACTH y 
glucocorticoides (Besedovsky, H. et at. 1992, Chrousos, G. P. 1 995). Estos, 
ademiis de inhibir su propia liberacidn por feedback negativo a nivel hipotal8rnico. 
preservan al individuo de la sobreproducci6n de citoquinas a traves de la 
inhibici6n de su slntesis, de su actividad biol6gica 6 modulando la expresidn de 
sus receptores. 
La IL-1, la citoquina mhs importante en este circuito, integra un sistema inmune- 
HPA en el cual la inflamacidn conlleva un aumento en 10s niveles de IL-1 que, a 
su vez, induce la activacidn del eje HPA mediante 10s receptores de IL-1 
localizados en 10s drganos neuroend6crinos. Esta activaci6n da como resultado 
un increment0 en la producci6n de glucocorticoides. Estos, como una seiial de 
feedback, suprimen la respuesta inflamatoria y la producci6n de IL-1 (Besedovsky, 
H.A. et al. 1986, Hurme, M. et al. 1991). 
Como lo demuestran 10s ejemplos enunciados en esta introducci6n, las 
interacciones entre 10s sistemas neuroend6crino e inmune son complejas y alln 
no se conocen en detalle. Sin embargo, de 10s datos obtenidos hasta el presente 
se desprende que el sistema inmune es capaz de modular al sistema 
neuroend6crino y esta interaccidn es reciproca debido a la existencia de 
mecanismos de feedback. Por otra parte, 10s sistemas neuroenddcrino e inmune 
cornparten la producci6n del mismo tipo de mensajeros y la expresi6n de sus 
receptores lo cual constituye la base de 10s mecanismos aut6crinos y paracrinos 
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I ' que modulan la actividad de ambos sis 
interacciones entre ambos sistemas pueden encontrarse afectadas en asociaci6n 
I :I- con diversas patologlas y por lo tanto constituyen puntos interesantes para 1' encarar la investigacibn de nuevas terapias y comprender mejor 10s mecanisrnos I I I  de acci6n de las ya conocidas. 
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I '  Como se desprende de la introduccidn, la interaccidn entre IL-1 y el eje HPA es 
11 fundamental para el funcionamiento de las interacciones neuroinrnunoenddcrinas 
1. OBJETIVOS GENERALES 







Nuestro objetivo fundamental es caracterizar las interacciones regulatorias entre 
el sistema neuroenddcrino y el sistema inmune para desarrollar posibles 
aplicaciones terapbuticas en patologias asociadas. Nuestro trabajo se focalizard 
en el estudio del balance de la expresidn de 10s factores que conforman el 
sistema de IL-1 en monocitos, su regulacidn por CRH, ACTH y glucocorticoides y 
10s mecanismos moleculares y celulares de esta accidn regulatoria. 
El estudio de la regulacidn de la expresidn del gen del antagonista del receptor 
de IL-1 por cblulas mononucleares contribuirA a aclarar el delicado balance 
inmunoregulatorio en procesos inflamatorios e infecciosos. Se espera entender el 
rol de las hormonas del eje HPA en esta regulacidn. Los resultados de este 
estudio podrian ser utilizados en la manipulacidn farmacoldgica del sistema 
IL-1 ra 1 IL-I en patologias como procesos autoinmunes y shock sbptico. 
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
2.1. Caracterizar 10s efectos de las hormonas del eje HPA, CRH y ACTH, sobre la 
expresi6n del gen de I lAra y del gen de 11-18 midiendo 10s niveles de 10s 
correspondientes mRNA y protefnas producidos en monocitos. 
2.2. Estudiar 10s efectos de CRH y ACTH sobre este sistema en combinacidn con 
LPS y determinar posibles interacciones en las vias de transduccibn de seiiales 
de estos factores. 
2.3. Estudiar la posible participacidn de un loop autorregulatorio de IL-1 en la 
expresidn de I L- 1 ra, particularmente bajo estimulacidn con LPS. 
2.4. Profundizar la caracterizacidn de 10s efectos de 10s glucocorticoides sobre el 
sistema de 11-1 (IL-1 , IL-1 ra y receptor de IL-1 tip0 11). Determinar la participacidn 
de 10s glucocorticoides en la regulacidn de 10s circuitos descriptos en el objetivo 
2.3. 
I C. MATERIALES Y METODOS 
Todos 10s materiales utilizados en este trabajo, fueron adquiridos en las firmas 
Boehringer o Sigma, Alemania; salvo que se mencione el nombre de otras 
compaflias, entre parentesis, al lado de 10s productos. 
El modelo experimental utilizado ha sido el cultivo primario de monocitos 
provenientes de dadores de sangre normales. Las c6lulas fueron utlizadas en 
condiciones basales o estimuladas con LPS o 11-18, segljn cada protocolo 
experimental. Los cultivos de monocitos humanos fueron utilizados para estudiar 
la expresi6n de 10s genes de IL-lra, 11-1 8 y el receptor de IL-1 tipo II. Para medir 
acumulaci6n de RNA se utiliz6 la tknica de Northern blot y se cuantificaron las 
correspondientes autorradiografias por densitometria. Las protelnas IL-1 ra e 11-1 8 
fueron medidas por ELISA. 
1. CULTIVO DE MONOCITOS HUMANOS PER IFERICOS 
Los experimentos del presente trabajo se realizaron con monocitos humanos 
obtenidos de sangre periferica de dadores normales sanos y libres de infecciones 
o tfatamientos farmacol6gicos. La sangre venosa fue extraida por venopuntura, 
recogida en bolsas y separada en "buffy coats". Se centrifugd el contenido de 10s 
buffy coats a 200 g por 20 minutos, separando plasma y fracci6n celular. La 
fracci6n celular se sembr6 sobre Ficoll-Hypaque y en este gradiente se 
centrifugaron las dlulas a 400 g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las 
cdlulas polimorfonucleares y 10s eritrocitos sedimentan, quedando una interfase 
entiquecida en dlulas mononucleares. Esta se separ6 y se lav6 tres veces con 
solucidn salina. Las celulas se resuspendieron en medio de cultivo RPMl 1640 
(Gibco, EE.UU.) mteniendo lo5 UA de penidlina, 100 mg/l de estreptomicina, 2.5 
mgA de anfoteridna B, 2mM de Lglutamina y 5 % de suero fetal bovino (Gibco, 
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Grana ~slana, NY, EE.UU) inacnvauo (30' a 56°C) a pH 7.4. Luego se reah6 er 
recuento celular diluyendo l/100 una allcuota de c8lulas en una soluci6n 
conteniendo hcido adtico glacial d 4% en agua destilada con trazas de azul de 
metileno. Una alfcuota se coloc6 en k dmara de Neubauer y se realizd la lectura 
con un aumento 100X. El rendimiento de cdlulas mononucleares perifericas 
obtenidas a partir de cada buffy coat fue usualmente entre 100 y 200 millones. 
Tambien se verificd la viabilidad celular mediante la coloracidn diferencial con 
Azul de Tripano, considerando viables aquellas cdlulas capaces de excluir al 
colorante. Rutinariamente se obtuvieron preparaciones de c6lulas con una 
viabilidad superior a 95 %. 
Finalmente, se ajust6 la densidad celular a 4 x lo6 c6lulashnl y se sembraron 2 ml 
por pozo en placas de cultivo de 6 pozos (Nunc, Dinamarca; Coming, EE.UU.). 
Las c6lulas mononucleares perifericas obtenidas como se indicd fueron 
incubadas a 37°C con atmdsfera hlimeda compuesta por 5 % de CO, y 95 % aire. 
La purificaci6n de monocitos se Ilevd a cabo por medio de la t b i c a  de adhesidn 
celular at pldstico (Arzt, E. et al. 1988, Bertran, G. et al. 1992, Rinehart, J. et 
a1.1978). La incubacidn se llevd a cabo por 2 hs, a1 cab0 de este tiempo, se retird 
la fraccidn de c4lulas no adherentes. La capa de cdlulas adherentes fue lavada 
con medio de cultivo. Esta fraccidn result6 erltamente enriquecida en monocitos 
siendo la contaminacidn con linfocitos T menor a 0.5 O h .  La determinacidn de la 
pureza de 10s cultivos se realizd por el metodo de inmunofluorescencia utilizando 
anticuerpos monoclonales marcadores de monocitos (CD14), de linfocitos B 
(CD19) y de linfocitos T (CD4, CD8) (Immunotech, Francia), incubando 30' a 4OC y 
lavando 2 veces con medio de cultivo. Luego se agregd 100p1 de 
inmunoglobulina antirat6n conjugada con fluorescelna. Se incubd y lav6 
nuevamente y se observ6 con objetivo d8 inmersidn en microscopio de 
fluorescencia. 
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. I  - Los cultivos de monocitos fueron incubados, despu6s de 10s lavados, con medio 
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Figura 1 : Protocolo de tratamiento de c6lulas utilizado para 10s experimentos de Northern blot. 
Los cultivos de monocitos fueron estirnulados con LPS o IL-1 p y simultheamente se agregaron 10s 
reactivos y drogas indicados segdn se indica en cada experiment0 en la seccidn Resultados. El 
rlL-I ra para 10s experimentos de bloqueo de 10s efectos de IL-1 se agreg6 30 minutos antes de la 
estirnulacidn con LPS. db-CAMP, dibutiril CAMP; Ptx, toxina Pertussis. 
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Agura 2: Protocolo de tratamiento de c6lulas utilizado para 10s experimentos de deterrninaci6n de 
IL-1 ra e IL-1 p por ELlSA en sobrenadantes de cultivo. 
Los cultivos de rnonocitos fueron estimulados con LPS o 11-1 p y simultdneamente se agregaron 10s 
reactivos y drogas indicados seglin se detalla en cada experiment0 en la secci6n Resultados. El 
anticuerpo anti-11-1 p para 10s experimentos de bloqueo de 10s efectos de 11-1 p se agreg6 30 
minutos antes de la estimulaci6n con LPS. 
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Rgura 3 : Protocolo de tratamiento de c&ulas utilizado para 10s experimentos de cinetica de la 
inhibicih de glucocorticoides sobre la secreci6n de IL-lra e 11-1 p. 
Los cultivos de monocitos fueron estimulados con LPS o 11-1 $ y se agregd dexametasona a 
distintos cultivos en 10s tiempos indicados. Todos 10s sobrenadantes fueron colectados 16 horas 
despues de la estimulacibn. Se deterrninaron las concentraciones de IL-1 ra e 11-1 8 en 10s 
sobrenadantes por €LISA. 
2. ANALISIS DE RNA 
2.1 EXTRACCION DE RNA 
La extraccidn de RNA se realizd por el metodo de tiocianato de guanidina y fenol- 
cloroformo para realizar Northern blots. Conclufdo el tiempo de tratamiento, se 
retir6 el m d i i  de cultivo y se agreg6 1 ml de soluci6n D (tiocianato de guanidina 
4 MI citrato de sodio 25 mM, sarcosyl 0.5 %) a cada well. La capa de monocitos 
adherentes fue homogeneizada en la solucidn D aspirando con pipeta. El 
homogenato fnre transferido a tubos eppendorf conteniendo 500 pl cada uno. A 
cada eppedotf, se le agreg6 50 yl de acetato de sodio 2 M, pH 4. Luego se 
reallz6 una extracci6n con 500 pl de fenol y 100 pl de cloroformo-isoamilico (49:l) . ' - 
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en vortex durante 15 segundos. Las muestras se dejaron en hielo 
I durante 15 minutos y se centrifugaron durante 15 minutos a 15000 rpm a 4°C. En 
este paso se eliminaron las protelnas, llpidos y DNA en la fase orgiinica e 
interfase. Se recuper6 la fase acuosa conteniendo el RNA y se precipit6 con un 
volumen de isopropanol dutante una hora a -20 OC. Se centrifugd a 15000 rpm 
durante 15 minutos a 4OC. El pellet resultante se resuspendi6 en 150 pI de 
solucidn D y se reprecipitd con un volumen de isopropanol como en el paso 
anterior a -20 OC. Finalmente se realiz6 un lavado con 800 p1 de etanol 75 O h  y se 
centrifugd por 10 minutos a 15000 rpm, el pellet de RNA se sec6 en speedback y 
se resuspendid en agua con DEPC. 
2.2. CUANTlFlCAClON DE RNA 
Se realiz6 una diluci6n 11100 de cada muestra en agua con DEPC y se determin6 
su concentracidn por absorbancia a 260 y 280 nm. Una unidad de absorbancia 
indica una concentracidn de 40 yglml de RNA. El rendimiento de la extracci6n de 
RNA fue de alrededor de 10 pg de RNA cada 2 x 107 c6lulas. La pureza de las 
muestras fue evaluada calculando el lndice AdA,. Las muestras utilizadas 
para Northern blot tuvieron un lndice entre 1.8 y 2. 
2.3. ELECTROFORESIS DE RNA CON GLIOXAL 
El RNA dilufdo en agua con DEPC en una concentraci6n de 10 pg18 pI fue 
glioxilado. Cada 8 pI de RNA se agregaron 4 p1 de mezcla de glioxal (127 pl de 
glioxal + 8 p1 de buffer fosfato IM) y 12 pI de DMSO. Se incubaron las muestras 
durante una hora a 50 grados, y luego se agregd buffgr de siembra ( 0.25 % azul 
de bromofenol y 0.25 % xilene cyanol en 50 % de glicerol). 
Las muestras se corrieron en gel de agarosa a1 1.2 %, en buffer fosfato 1 0 mM pH 
6.5. La corrida se efectud a 80 mA hasta que la muestra entrd en el gel y 10s 
. 71 I 
-,#,,- ; 
colorantes se separaron. Luego se continu6 la corrida electrofor4tica a 150 mA 
hasta que el azul de bromofenol migr6 314 partes de la longitud total del gel. 
2.4. NORTHERN BLOT 
Una vez realizada la electroferesis, el RNA fue transferido por el metodo de 
Northern blot a una membrana de nylon. La transferencia se realiz6 por 
capilaridad durante 24 hs con buffer 20 x SSC. 
Las membranas transferidas se fijaron por calor a 80 "C durante 2 horas. Luego 
se trataron con Bcido adtico por 15 minutos. Posteriormente se realiz6 una tinci6n 
con azul de metileno por 10 minutos para visualizar el RNA total fijado sobre las 
membranas (acetato de sodio 0,5 M con 0.04% de azul de metileno). Se evalu6 la 
integridad de las preparaciones de RNA observando las bandas de RNA 
ribosomal. Tambien se estimaron las cantidades relativas de RNA total sembradas 
en cada calle para ver si se sembraron cantidades comparables en todas ellas. 
3. PREPARACION DE SONDAS 
3.1. TRANSFORMACION DE BACTERIAS 
Las sondas de 11-18 humana, receptor de IL-1 tip0 II y actina humana fueron 
sintetizadas partiendo de pldsmidos obtenidos de otros investigadores (Nishida T. 
et al. 1987, McMahan, C.J. et al. 1991). Estos pldsmidos fueron clonados en 
bacterias, amplificados y aislados. 
Se prepararon bacterias competentes de la cepa de Escherichia coli JM105 
partiendo de un cultivo de 5 ml de medio LB saturado, crecido durante la noche a 
37 OC con agitaci6n fuerte. Con este cultivo saturado se inocularon 200 ml de LB y 
se crecieron hasta llegar a la fase exponential de crecimiento. Una vez alcanzada 
bna densidad 6ptica de 0.5 medida a 600 nm para estimar el crecimiento del 
I * cultiio bacteriano, 6ste se incub6 por .I0 m~nutos en hielo. Luego se centrifug6 a 
I 3000 rpm por 10 minutos. El pellet bacteriano se resuspendi6 en 100 ml de cloruro de calcio 100 mM preenfriado en hielo. Esta suspensi6n de bacterias fue 
I nuevamente centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a 4 OC. El pellet fue 
I resuspendido en 5 ml de cloruro de calcio 100 mM y se incub6 en hielo por 30 minutos. La preparaci6n de bacterias competentes fue alicuotada colocando 200 
I yI en tubos eppendorf est6riles agregando glicerol hasta alcanzar el 15 %. En este 
estadlo de preparacibn las bacterias competentes fueron guardadas a -80 O C .  
Se transformaron bacterias Escherichia coli JM105 competentes con 10s 
plasmidos conteniendo el cDNA especlfico y resistencia a ampicilina. A 200 pl de 
la suspensi6n de bacterias competentes se les agreg6 entre 50 y 100 ng de DNA 
plasrnldico, se incub6 30 minutos en hielo para perrnitir la unidn del DNA 
plasrnldico a las bacterias. Luego se realiz6 un shock de calor por 5 minutos a 
42°C para permitir la entrada de 10s pldsmidos en las bacterias. Posteriormente se 
agregaron 800 yl de medio LB sin antibibtic0 (10 g Triptona, 5 g extract0 de 
levadura, 5 g Cloruro de Sodio, pH 7, autoclavado) y se incub6 por 1 hora a 37 OC 
para permitir la expresidn de la resistencia a antibi6ticos. Luego se sembrd un 
volQmen apropiado en placas con agar-LB y ampicilina (agar 15 gA , ampicilina 
100 pg/ml ). Las placas se cultivaron a 37 "C durante la noche. 
Se verificd el crecimiento de colonias aisladas que expresan resistencia a 
ampicilina y, por lo tanto, incorporaron el pliismido. Se repic6 una colonia y se 
creci6 durante la noche a 37°C en 5 ml de LB con ampicilina para chequear la 
transformaci6n con el plasmido correcto. Una alicuota de esta preparacidn se 
conge16 a -80 "C con 15 % de glicerol. 
I- 3.2. AISLAMIENTO DE PLASMIDOS Y CHEQUE0 POR RESTRICCION 
El aislarniento de plasrnidos se realiz6 rnediante la lisis en rnedio alcalino de las 
bacterias y la precipitacidn con acetato de sodio y etanol de 10s plhsrnidos. El 
cultivo de 5 rnl se centrifugd a 5000 rprn durante 10 minutos. El pellet se 
resuspendid en solucidn de lisis conteniendo sacarosa 20 %, 25 mM de Tris-CI y 
10 mgl rnl de lisozima. Se incub6 10 rninutos en hielo. Se agregaron dos 
volljmenes de solucidn conteniendo SDS 10 % 1 rnl, NaOH 2 M 1 rnl y 8 rnl de 
agua. Luego se agregd 11 10 de voldrnen de acetato de sodio 3 M pH 4.8, se 
incub6 15 minutos en hielo y se centrifugd 10 rninutos a 15000 rpm. En este paso 
se eliminan 10s restos celulares y el DNA crornosdmico. El sobrenadante 
conteniendo el DNA plasmfdico se precipitd con dos volurnenes de etanol, 30 
minutos a -20 OC. Se centrifugd 15 rninutos a 4 OC. Se efectuaron dos lavados con 
etanol 80 %. Se evapord el resto de sobrenadante en speedvac. El pellet 
resultante se resuspendid en agua. 
El plhsrnido aislado se cuantificd por espectrofotornetria. Se midi6 la absorbancia 
de una dilucidn 1/500 a 260 nrn. Una unidad de densidad dptica corresponde a 
Una concentraci6n de 50 yglml de DNA. Luego la preparacidn de plhsrnido fue 
dilulda hasta una concentracibn de 1 pglpl. 
3.3. ANALISIS DEL PATRON DE RESTRICCION DE LOS PLASMIDOS 
Una alicuota de esta preparacidn de 1 pglpl de DNA plasrnfdico fue cortada con 
las enzirnas de restriccidn apropiadas para liberar el insert0 y con RNAsa A para 
eliminar el RNA contaminante. La concentracidn enzimatica utilizada fue de 1 - 10 
Ulpg de ADN.. La reaccidn fue llevada a cabo usando 10s buffers cornerciales 
apropiados para cada enzima durante 1 hora a 37 OC. La reaccidn fue detenida 
agregando 2 pi de EDTA 500 mM . El product0 de la reaccidn de restricibn fue 
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araalizado mediante electroforesis en mmtgel ( agarosa al 0.7- 1 % en buffer TBE 
con bromuro de etidio: 100 mM Borato, 10 mM EDTA, 25 mM TrisHCL, pH 8,O.). 
En el gel se visualizaron con luz UV 10s fragmentos de cDNA que migraron de 
acuerdo a la longitud correspondiente a cada cDNA comparando con la migraci6n 
de marcadores de peso molecular. 
Una vez chequeados 10s pliismidos de estas colonias, se repic6 una colonia del 
segundo repique para crecer en 500 ml de LB liquid0 conteniendo ampicilina y 
realizar una preparacidn en gran escala de DNA plasmidico. Este cultivo fue 
crecido overnight a 37 OC con agitacidn hasta llegar a saturacidn. Luego se incub6 
en hielo por 10 minutos y se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos a 4 OC. Luego 
las bacterias transformadas se procesaron de acurdo a las instrucciones para la 
preparacidn de pliismidos con el kit de Quiagen. Esta preparacidn consiste 
brevemente en la lisis alcalina y enzimatica de las bacterias y la posterior 
purificaci6n del plAsmido a partir del lisado mediante una columna cromatogriifica 
que une especlficamente DNA plasmldico. Como resultado de este procedimiento 
se obtuvieron grandes cantidades de plbsmido con un alto grado de pureza. 
3.4. AMPLlFlCAClON DE FRAGMENTOS POR PCR 
La sonda para IL-1 ra fue amplificada a partir de un fragment0 de cDNA aislado 
por otros investigadores (Eisenberg, S.P. et at. 1990). Para la amplificacidn se 
utillzd la reaccidn en cadena de la polimerasa con primers especlficos que se 
unen cerca de 10s extremos del fragment0 de DNA. A partir de 1 pg del fragment0 
de cONA se realiz6 la reacci6n de PCR agregando 5 pl de primer 3' 40 pM, 5 u\ 
de primer 5' 40 vM, 1,5 pI dNTP 25 mM, 5 p1 MgC12 25 mM, 10 pl Taq buffer, 63 
pl h20 destilada, 1 pI Taq polimerasa y finalmente, 70 pl de aceite mineral. 
F " Con esta mezcla de reacci6n se realizaion 30 ciclos de replicacibn: 4 minutos a 94 OC, 1 minuto a 50 OC y 1 minuto a 72 OC. Luego se aisl6 el fragment0 de DNA 
amplif icado. 
3.5. AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA 
20 pg de cada plAsmido se cortaron con las enzimas de restricci6n necesarias 
para liberar el insert0 completo. I 
Los productos de la reacci6n de restricci6n y marcadores de peso molecular del 
rango de 1 Kb se sembraron en geles agarosa de bajo punto de fusidn al 1 6 1.2 
% en buffer TBE con bromuro de etidio. Los productos de la reaccidn de PCR se 
corrieron en geles de agarosa de bajo punto de fusi6n 1,2 % usando marcadores 
de peso molecular en el rango de 123 bp. Las muestras fueron sembradas con el 
agregado de buffer de siembra. La electroforesis se realiz6 a 80 mA hasta que el 
azul de bromofenol migr6 2/3 de la longitud total del gel. 
Una vez obtenida la separacidn adecuada de las bandas correspondientes a 10s 
fragmentos observAndolas en transiluminador con luz UV, se cortaron del gel y se 
pasaron a tubos eppendorf. Los fragmentos de gel conteniendo 10s fragmentos de 
DNA fueron incubados durante 15 minutos a 65 OC para disolver la agarosa. Se 
realizaron dos extracciones con fenol-clordormo. Para la separaci6n del ADN de 
las proteinas (nucleasas, enzimas), se agreg6 1 voldmen de fen01 al tub0 
eppendorf, se lo centrifugd, se adicion6 luego un volumen de 
fenollcloroformolalcohol isoamilico (25:24:1), nuevamente se lo centrigugb, para 
finalmente agregar 1 volumen de cloroformolalcohol isoamilico (24:l). Para 
obtener la separaci6n de fases se centrifugd en cada caso durante 5 minutos a 
12000 rpm. La fase superior fue removida y colocada en un nuevo tuvo eppendorf. 
Luego de realizada la extraccidn se agreg6 l / l 0  volOmenes de acetato de Sodio 3 
M mas 2,5 voldmenes de etanol absolute. El tub0 se coloc6 por 15 a 60 minutos a 
-80°C. El pellet fue luego recuperado por una centrifugaci6n por 20 minutos a 
. .  . 
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12000 rpm. Se lo lav6 con etanol a1 g0 % mantenido a - 20°C, se lo dejd evaporar 
y se lo disolvi6 finalmente en buf'fer TE autwlavado. La fase acuosa se precipit6 
I con 11 10 de voldmen de acetato de sodb 3 M pH 4 y 1 voldmen de ispropanol. Se 
I efectuaron dos lavados con etanol 80 % y el pellet resultante se sea5 en speedvac 
y se resuspendi6 en agua. I 1 Una diluci6n 11500 fue cuantificada por densidad 6ptica a 260 nm. Una unidad de I 
I densidad 6ptica corresponde a una concentraci6n de 50 pglml de DNA. 
4. MARCACION DE SONDAS 
I 
4.1. RANDON PRIMER EXTENSION 
Fue utilizado el metodo de marcacidn "random oligonucleotide priming". Una 
mezcla de hexanucle6tidos se hibridiza con el ADNc a ser marcado. La cadena 
complementaria es obtenida mediante el uso del fragmento Klenow de la 
polimerasa que sintetiza DNA a partir de 10s primers agregados incorporando 10s 
nucledtidos radioactivos en la secuencia. Los fragmentos se marcaron por 
ramdom-primer extension utiiizando un kit de Boehringer. 
50 ng de DNA en 9 PI de agua se desnaturalizaron a 100 OC durante 10 minutos, 
inmediatamente despu6s 10s tubos conteniendo el DNA desnaturalizado se 
coiocaron en hielo para evitar la renaturalizaci6n. Se agregaron entonces: 2 pl de 
la mezcla de reaccidn (hexanucledtidos disueltos en buffer-Klenow I OX) , 3 pl de 
una soluci6n de dNTP (0,5 M de dATP, dGTP y dTTP) y 5 pI de a-32P-dCTP (10 
pCi/ml, 3000Ci/moI). La reaccidq ire realid por incubaci6n de la mezcla por 60 
minutos a 37°C con el previo agregado de 1 @ (2 U) del fragmento Klenow de la 
polimerasa. 
La sonda marcada se purific6 por cent r i i c idn  a 1500 rpm por 5 minutos en 
columnas de sephadex G 50 utilizando cum0 eluyente buffer TES (10 mM Tris, 1 
mM EDTA, 100 mM NaCI. pH 7.0). Se determinaron las cpm incorporadas en 1 pl 
(oligonucle6tidos) en contador beta. La actividad especifica del ADN 
cornplernentario fue de 2 - 4 x 108 cpmlpg ADN. 
La sonda para 11-1 fJ (Nishida, T. et al. 1987) fue marcada por transcripcidn in vitro 
con nucle6tidos radioactivos. Se us6 como molde para la transcripcidn DNA 
plasrnidico conteniendo el cDNA de 11-18 clonado bajo el promotor viral T7 en la 
orientaci6n que da como resultado un transcript0 antisentido cuando se transcribe 
con la enzima T7 RNA polimerasa. El molde fue cortado por restricci6n en el sitio 
Hind Ill que lineariza el pl&smido el extremo del insert0 opuesto al promotor T7, de 
esta forma 10s transcriptos se sintetizan hasta llegar a ese sitio. 1 pg de molde se 
incub6 con buffer de transcripcidn, nucle6tidos trifosfato, DTT, inhibidor de 
RNasas, T7 RNA polimerasa (10UIpg ADN) y 32P-UTP50 pCi de g-3*P-UTP 
(lOpCiIml, 3000CiImol). La reacci6n se realizd a 37 OC por 1 hora. Luego, se 
separ6 la sonda marcada por centrifugacibn en columnas de Sephadex 
igualmente a lo descripto para la separacidn de sondas marcadas por "random 
primer extension" pero en este caso se usaron rnateriales y soluciones libres de 
RNAsas. Tarnbien se midi6 la incorporaci6n de radioactividad a las dos primeras 
fracciones de 100 pI eluldas de la columna. El marcado a traves de la 
transcripci6n in vitro dio como resultado un ARN copia con una actividad 
especlfica de 2 - 5 x 107 cpmlpg ADN. 
Los filtros de .nitrocelulosa se prehibridizaron durante una hora con buffer de 
hibridizacidn (SSPE 5 XI forrnamida 50 %, dehardt 5 X y DNA de esperma de 
salrnbn, 20 X SSPE: 3.6 M NaCI, 0.2 M buffer fosfato de sodio, 20 mM EDTA, 100 X 
= " - C+ rul7-l 
- .DenhardtCs: 2 % Sero alb~mina bovina (BSA), 2 % Ficoll 400. 2 O h  
Polivinilpirrolidona) a la temperatura de hibridizacidn adecuada para cada sonda. 
Mediante este procedimiento se bloquearon 10s sitios de uni6n inespeclfica. 
Luego se agreg6 el cDNA previamente desnaturalizado hirvi6ndolo por 10 
minutos, o cRNA marcado (10000 cpml cm2 de superficie de nitrocelulosa) y se 
hibridiz6 durante la noche. 
Posteriormente 10s filtros se lavaron 2 veces 15 minutos a temperatura ambiente 
con 2 X SSC y 0.1 % SDS, 2 veces 15 rninutos a 37 OC con 0.2 X SSC y 0.1 % 
SDS y una vez 30 minutos a la temperatura de hibridizacibn con 0.1 X SSC y SDS 
0.1 %. Los filtros se secaron y se expusieron con placas intensificadoras en 
cuarto oscuro a la pelicula autorradiogriifica. La exposici6n fue realizada a -80 
OC hasta obtener una sef'ial apreciable. 
Los filtros luego de la exposici6n fueron lavados para eliminar las sondas 
marcadas hibridizadas. Para lograr esto se incubaron 30 minutos en buffer de 
lavado (5mM Tris-HCI pH 8, 2 mM EDTA, 0.1 % Denhardt). Luego de secar 10s 
filtros se secaron y reexpusieron brevemente para confirmar la ausencia de 
marca. Luego de este procedimiento 10s filtros fueron reusados para hibridizar con 
otras sondas. Una vez revelada la radiografia, se estim6 el tamaRo de las bandas 
por comparaci6n con el ARN ribosomal y se verifici, de este mod0 que las bandas 
de ARNm aparecido como seflal en la radiografla fueran las correspondientes a 
la sonda usada. 
Las placas autorradiogr4ficas resultantes de la hibridizacibn de 10s Northern blots 
fueron analizadas densitom6tricamente para cuantificar la acumulaci6n de RNA 
mensajero especlfico. El aniilisis se realizd en un densit6metro LKB ultroscan 
(LKB Instruments Inc., Uppsala, Suecia). Los datos resultantes de la hibridizaci6n 
con IL-1 ra, 11-1 p y el receptor de IL-1 tip0 II fueron normalizados con respecto a 
I como unidades densitom6tricas relativas. 
7. MEDICION DE LAS PROTEINAS IL-I$ E IL-Ira 
Los cultivos de monocitos humanos pertfthricos tambi6n fueron utilizados para 
medir la presencia de IL-1 ra e 11-1 8 secretado en 10s sobrenadantes. Esto se Ilevd 
a cabo incubando 10s cultivos aislados corno se describi6 previamente en placas 
de 96 pozos con fondo plano por 16 horas con 10s estimulos de acuerdo a cada 
protocolo experimental. Al cabo de este tiempo, las placas de cultivo fueron 
centrifugadas y se colectaron 10s sobrenadantes de cultivo. Los sobrenadantes 
fueron conservados a -20 O C  hasta el momento de la medicidn. La determinacidn 
de IL-1 ra e 11-1 p se hizo mediante la tknica de €LISA utilizando kits comerciales 
(R & D, Minneapolis EE.UU) especificos para estas proteinas. Se us6 en cada 
medicidn una curva estandard construida con las proteinas recombinantes 
provistas con 10s kits de medicidn. De acuerdo a las especificaciones de 10s 
fabricantes, estos tests no presentan reacciones cruzadas entre estas u otras 
citoquinas (IL-2, 3,4, 5, 6,7, 8, TNF, G-CSF, GM-CSF, LIF y TGF). 
Los resultados de las determinaciones de IL-1 ra e 11-1 8 por ELlSA realizadas por 
cuadruplicado fueron procesadas mediante ANOVA de un factor en combinaci6n 
con el test de Scheffe. 
I 





1 .I. EFECTOS DE CRH SOBRE LA EXPRESION DE IL-1 ra 
Se estudiaron los efectos de CRH sobre la expresi6n de IL-lra en cultivos de 
monocitos humanos perifdricos. Para ello las c6lulas fueron incubadas en 
condiciones basales o con distintas dosis de LPS para estimularlas y CRH 100 
nM. La hormona y el mit6geno fueron agregados al medio de cultivo 
simult8neamente. Se midieron 10s niveles del RNA mensajero de IL-lra por 
Northern blot despues de tres horas de estimulaci6n dado que en experimentos 
preliminares observamos que la expresidn de este gen una hora despues de la 
estimulacidn es muy baja para observar efectos marcados de CRH. Se observ6 la 
presencia de una Onica banda de 1.8 Kb correspondiente al mensajero de IL-1 ra. 
En primer lugar se verific6 la estimulacidn dosis dependiente de la expresidn de 
IL-lra por LPS. Se observ6 que CRH produce un efecto trifisico: en ausencia de 
LPS, CRH aumenta la expresi6n de IL-lra, con dosis bajas de LPS (1 nglml) no se 
observan diferencias y con dosis altas de LPS (1 pglml), CRH inhibe fuertemente 
la expresidn del gen (Figura 4). La dosis de 1 pglml de LPS si bien es alta dentro 
del rango de dosis usadas en experimentos in vitro, equivale a 10s niveles de 
endotoxinas encontrados en fluldos biol6gicos en patologlas infecciosas. Estos 
experimentos fueron repetidos con c4lulas de cuatro individuos diferentes para 
verificar su reproducibilidad. 
1.2. EFECTOS DE CRH SOBRE LA EXPRESION DE IL-I$. 
En 10s mismos experimentos se estudi6 la expresi6n del gen 11-1 8. Se detect6 por 




I w- h ! A u . b , ,  n : 
) F-NA de 11-1s. Se cornprob6 que CRH produce s 
F I 1 ' .  mismo tip0 de efecto trifAsico observado en la expresidn de IL-lra. CRH tiene un 
efecto estimulatorio sobre la expresidn de IL-1 en ausencia de LPS. 1 ngfrnl de 
I LPS aumenta la expresidn de este gen per0 no se registran carnbios en 
combinacidn con CRH 100 nM. En cambio, CRH produce un efecto inhibitorio en 1 la expresi6n de IL-1 ra estirnulada por 1 pg/ml de LPS (Figura 4). 
- Actina 
BASAL 1 nglml LPS 1 pglml LPS 
sin CRH 
100 nM CRH 
sin CRH 
100nMCRH 
BASAL 1 ng/ml LPS 1 pg/ml LPS 
Monocitos humanos perifdricos fueron incubados en condiciones basales o estirnulados con 1 
nglml o 1 pglml LPS ; sirnulteneamente se agreg6 CRH 100 nM. Tres horas despues de la 
estimulacibn, se descart6 el rnedio de cultivo y se aid6 RNA total para su anelisis por Nortehrn 
blot (9 pg por cada calle). A, 10s filtros fueron hibridizados con una sonda de IL-1 ra hurnano de 
0.23 Kb marcada con 3 2 ~ .  Se detect6 una banda linica de 1.8 Kb correspondiente al RNA 
mensajero de IL-Ira. El rnismo filtro fue rehibridizado con una sonda de 11-18 hurnana de 0.7 
Kb marcada con 3 2 ~ .  Todos 10s filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana 
de 1 Kb como control de carga. B y C, Aqdlisis densitom6trico de las autoradiograflas de A 
realizadas mediante la estandarizaci6n de las unidades densitombtricas relativas con la 
intensidad de la seAal de actina. Resultados similares se obtuvieron en cuatro casos diferentes. 
1.3. EFECTOS DE CRH SOBRE LA PRODUCCION DE LA PROTEINA IL-lra. 
Tambi6n se determin6 la producci6n de la protefna de IL-lra en 10s 
sobrenadantes de cultivos de monocitos estimulados por 16 horas con diferentes 
dosis de LPS en combinaci6n con CRH (Figura 5). Estos resultados muestran una 
completa correlaci6n con 10s obtenidos por Northern blot. Es decir que se observa 
un ligero per0 significativo aumento en la expresion de IL-lra inducido s61o por 
CRH en ausencia de LPS. Con dosis bajas de LPS se estimula ligeramente la 
produccidn de I l - l ra  per0 no hay diferencias significativas producidas por el 
agtegado de CRH 100 nM. En cambio, con dosis altas de LPS (1 pglrnl), CRH 100 
nM inhibe fuertemente la produccion de la protelna IL-lra. Estos estudios fueron 
repetidos en cuatro experimentos independientes para verificar su validez 
estadfstica. 
BASAL 1 nglml LPS 1 pglml LPS 
sin CRH 
# 0.1 nM CRH 
1 nM CRH 
100 nM CRH 
Figura 5: Regulacidn de la secrecidn de IL-1 ra pot CRH. 
Monucitos humanos perifbricos fueron incubados en condiciones basales o.estimulados con 1 
nghl o 1 pglrnl LPS ; simult&nearnente se agreg6 CRH hasta una concentracidn de 0.1 nM, 1 
nM o 100 nM. bespues de 16 horas, se wlectaron 10s sobrenadantes de cultivo y se determind 
la concentracidn de IL-1 ra por ELISA como se detalla en la seccidn Materials y Mbtodos. Los 
resultados representan la media de cada condici6n realizada por cuadruplicado. *, pc0.01 y **, 
pd.001 con respecto a 10s valores basales o con LPS correspondientes. Resultados similares 




. - 1.4. EFECTOS DEL BLOQUEO DE 
CRH. 
I I 
Para estudiar la especificidad de 10s efectos observados y la participacidn del 
receptor de CRH, bloqueamos 10s efectos estimulatorios e inhibitorios de CRH 
usando el antagonista competitive especifico a-helical CRH en el rango 0 - 50 
pg/ml (Figura 6). El bloqueo de CRH por parte de su antagonista se produjo en 
forma dosis dependiente tanto sobre la estimulaci6n de la producci6n de IL-1 ra 
por parte de CRH sola como sobre la inhibici6n producida por CRH en 
combinaci6n con 1 yglml de LPS (Figura 6). Se verific6 la validez estadistica del 
bloqueo de Ios efctos de CRH (Figura 6). 
1.5. EFECTOS DE CRH SOBRE LA PRODUCCION DE LA PROTEINA 11-18. 
Tambien estudiamos 10s efectos de CRH y LPS sobre la secreci6n de IL-18 en 10s 
sobrenadantes de cultivo de monocitos humanos perifdricos. Llevamos a cabo el 
mismo tipo de experiment0 que realizamos para medir la liberaci6n de IL-1 ra. Se 
incubaron monocitos en cultivo con distintas dosis de LPS y el agregado de CRH. 
En condiciones basales, CRH produjo un leve aumento en 10s niveles de 
liberacidn de IL-1 p per0 estas diferencias demostraron no ser estadisticamente 
significativas. Sin embargo el aumento de la produccidn de IL-lra por CRH se 
repiti6 consistentemente en cuatro experimentos independientes. Con dosis bajas 
de LPS (1 hglml) no se observaron cambios producidos por CRH 100 nM con 
respecto al nivel estimulado con LPS. En presencia de dosis altas de LPS (1 
pghnl), la CRH produjo la inhibici6n de la liberacidn de 11-18 (Figura 7). 
CRH 
CRH I 
BASAL 1 pg/ml LPS 
25 pglml a-helical CRH 
50 pglml a-helical CRH 
Figwa 6: Reversi6n de 10s efectos de CRH sobre la secreci6n de IL-lra con a-helical CRH. 
Monocitos hurnanos perii&icos fueron incubados en wndiciones basales o estirnulados con 1 
pghl LPS ; sirnultdnearnente se agreg6 CRH hasta una concentrack5n de 100 nM y a-helical 
CRH en las concentraciones indicadas. Todos 10s reactivos fueron agregados simulthearnente 
y 10s sobrenadantes fueron colectados a las 16 horas para la deterrninaci6n de iL-1 ra por 
ELlSA corno se detaHa en la secci6n Materiales y M6todos. Los resultados representan la media 
de cada condici&n realizada por cuadruplicado. ', p<0.01 con respecto a 10s valores de 10s 
culthros tratados con CRH sin su antagonista. Resultados sirnilares fueron obtenidos con dlulas 
de tres dadores diferentes. 
BASAL 1 ngfml LPS 1 pglrnl LPS 
sin CRH 
0.1 nM CRH 
1 nM CRH 
100 nM CRH 
Flgura 7: Secreci6n de 11-18 por rnonocitos incubados con CRH. 
Monocitos hurnanos perif6ricos fueron incubados en condiciones basales o estirnulados con 1 ngtrnl o 
1 pghl LPS ; simultbeamente se agreg6 CRH hasta una concentraci6n de 0.1 nM, 1 nM o 100 nM. 
Despu6s de 16 horas, se colectaron 10s sobrenadantes de cultivo y se deterrnin6 la concentraci6n de 
11-I$ por ELSA corno se detalla en la secci6n Materides y M&odos. Los resultados representan la 
media de cada condicidn realizada pot cuadruplkado. *, p<0.01 con respecto a 10s valores de 1 pglml 
LPS correspondientes. Resultados sirnilares fueron obtenidos con c6lulas de cuatro dadores diferentes. 
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'! 1.6. EFECTOS DE LA VARIACION INTRACELULAR DE CAMP SOBRE LA 
1 - "  EXPRESION DE IL-1 ra. 
Dado que la CRH transduce su sefial a travbs de un receptor de membrana 
presente en 10s monocitos que desencadena un increment0 intracelular de CAMP, 
tratamos de imitar 10s efectos de CRH sobre la expresidn del RNA mensajero de 
IL-I ra con dibutiril cAMP (dbcAMP) y de revertirlos con toxina Pertussis (Figura 8). 
Los resultados de estos experimentos indican que el cAMP exdgeno (0.5 mM 
dibutiril CAMP) estimula la expresidn de IL-lra cuando 10s monocitos se cultivaron 
en condiciones basales al igual que lo hace CRH. Por otra parte, el cAMP inhibe 
la expresidn de IL-lra estimulada por 1 pglml de LPS imitando el efecto de CRH 
(Figura 8). La toxina Pertussis 1 pglml revierte totalmente la estimulacidn de la 
expresidn de IL-Ira producida por CRH soh y revierte la inhibicidn producida por 
CRH sobre la expresidn de este gen estimulada por 1 pglml de LPS (Figura 8). 
1.7. EFECTOS DE LA VARlAClON INTRACELULAR DE cAMP SOBRE LA 
EXPRESION DE IL-l$. 
Tambi6n estudiamos la participacidn del cAMP en 10s efectos de CRH sobre la 
expresidn del gen de IL-1 $. Para ello cultivamos monocitos humanos perifericos 
con CRH y dbcAMP para imitar 10s efectos de CRH, o bien LPS, CRH y toxina 
Pertussis para inhibir el aumento intracelular de cAMP producido por CRH. Se 
observ6 el mismo patrdn de regulacidn que en el caso del mensajero de IL-1 ra. El 
cAMP exdgeno puede reproducir 10s efectos estimulatorios del agregado de CRH 
en condiciones basales y la inhibicidn en presencia de 1 pglml LPS. La toxina 
Pertussis bloquea arnbos efectos de CRH sobre la expresidn de 11-18 (Figura 9). 
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mensajero de IL-lra estimulada por LPS y CRH. 
Flgura 8: Efectos de dibutiril AMP cfclico y toxina Pertussis sobre la expresi6n del RNA - A 
I - 
Monocitos hurnanos perif6ricos fueron estirnulados con LPS 1 pglml, CRH 100 nM, dibutiril AMP 
cfclico (db-CAMP) 0.5 mM, o toxina Pertussis (Ptx) 1 pglrnl. Despu6s de tres horas, se aisl6 RNA 
total para su analisis por Northern blot (10 pg en cada calle). A, 10s filtros fueron hibridizados con 
una sonda de IL-lra hurnano de 0.23 Kb rnarcada con 3 2 ~ .  Todos 10s filtros fueron 
rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb como control de carga. B , an&Iisis 
densitorn6trico de la autoradiografla de A realizada rnediante la estandarlzaci6n de las 
unidades densitorn6tricas relativas con la intensidad de la seflal de actina. Resultados similares 
se obtuvieron en tres casos diferentes. 
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Agura 9: Efectos de dibutiril AMP clclico y Wxha Pertussis sobre la expresidn de del RNA 
1. ; I I mensajero de IL-lg estimulada por LPS y CRH. Monocitos humanos perifdricos fueron esthnwlados con LPS 1 pghnl, CRH 100 nM, dibutiril AMP 
T ciclico (db-CAMP) 0.5 mM, o toxina Pertussis (Ptx) I MI. Desp* de tres horas, se aisl6 RNA 
I total para su andlids por Northern blot (10 pg m cwla me) .  A, los filtros fueron hibridizados con 
una sonda de 11-18 humano de 0.7 Kb rnarcada con 32~. Todos 10s filtros fueron 
rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb wmo control de carga. B . andisis 
1 
densitometrico de la autoradiografla de 'A  realizada mediante la estandarizaci6n de las 
unidades densitom6tricas relativas con la intensidad de la seflal de actina. Resultados sirnilares 
se obtuvieron en tres casos diferentes. I 
2. ACTH 
2.1. EFECTOS DE ACTH SOBRE LA PRODUCCION DE LA PROTEINA IL-I ra. 
I 
I 
Tarnbien estudiarnos 10s efectos de ACTH sobre la liberaci6n de IL-Ira al 
sobrenadante de cultivo de rnonocitos hurnanos perifericos. Los cultivos fueron 
incubados en condiciones basales o activados con I ng/rnl 6 1 pg/ml de LPS. Al 
misrno tiernpo de la estirnulaci6n con LPS, se agreg6 ACTH en concentraciones 
0.1, 1 6 10 nM. Se detect6 la secreci6n de IL-lra a las 16 horas de estirnulacidn 
por ELISA. En condiciones basales el agregado de ACTH no produjo efectos 
significativos sobre la producci6n de IL-I ra. En carnbio con LPS en dosis bajas o 
altas ACTH produjo una rnarcada inhibicih dosis dependiente de la producci6n 
de esta protelna (Figura 10). 
- 
BASAL LPS 1 nglml LPS 1 pglml 
without ACTH 
ACTH 0,1 pM 
ACTH 1 WM 
ACTH 10 pM 
Figura 10: Efectos de ACTH sobre la secreci6n de IL-1 ra. 
Monocitos humanos perif6ricos fueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1 ng/ml o 
1 pgiml LPS ; simultt4neamente se agreg6 ACTH hasta una concentraci6n de 0.1 pM, 1 pM o 10 pM. 
Despubs de 16 horas, se colectaron 10s sobtenadantes de cultivo y se determin6 la concentracidn de 
IL-Ira por ELlSA como se detalla en la secci6n Materiales y M&odos. Los resultados representan la 
media de cada condicidn realizada por cuadruplicado. *, pc0.01 y **, p4.001 con respecto a 10s 
valores de LPS correspondientes. ResuRados similares fueron obtenidos con c6lulas de cuatro 
dadores diierentes. 
2.2. EFECTOS DE ACTH SOBRE LA EXPRESION DE IL-1 ra 
Estudiamos 10s efectos de ACTH sobre la expresidn del mensajero de IL-1 ra en 
monocitos humahos en cultivo. Los cultivos fueron incubados en condiciones 
basales o estimulados con 1 yg/ml de LPS. Simultdneamente se agreg6 ACTH 10 
76 
r.:.'., A fas tres horas de estimulaci6n se cwwct6 el RNA rnensajero de IL-1 ra por 
Northern blot. Se observ6 que en condiciones basales el agregado de ACTH no 
modifica la expresi6n de este gen. En cambio, cuando 10s rnonocitos fueron 
estimulados con LPS, ACTH inhibi6 la acumulaci6n de RNA mensajero de IL-Ira 
(Figura 11). Resultados sirnilares fueron obtenidos en tres experirnentos 
independientes. 
2.3. EFECTOS DE ACTH SOBRE LA EXPRESION DE IL-1 g 
Estudiarnos tarnbien 10s efectos de ACTH sobre la expresidn del gen de 11-18 a 
nivel de acurnulaci6n de RNA rnensajero en monocitos. Los cultivos de monocitos 
humanos fueron estirnulados con LPS 1 pglml en combinaci6n con ACTH 10 nM. 
No se detectaron dierencias en la expresi6n de este gen en condiciones basales 
o con el agregado de ACTH. Sin embargo, ACTH inhibid la expresi6n de 11-1 8 en 
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Fbum 11 : Regulaci6n de la expre?d6n del RNA m a w  de IL-1 n por ACTH. 
1 
Monocitos humanos perif6ricos fueron incubadds el omddones W e s  o estimulados con 1 pghl 
LPS ; simuttdneamente se agreg6 ACTH 10 pM. T r a  hotas d e w &  de la esstimulaci6n, se dewart6 
el medio de cultivo y se aid6 RNA total para su par Nortehrn blot (1 0 pg por cada calle). 
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I Flgura 12: Regulacibn de la expreabn del RNA men 
; I Monocitos humanos perifericos fueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1 
pgh l  LPS ; simultineamente se agregb ACTH 10 pM. Tres horas despues de la estimulacibn, 
se descartb el medio de cultivo y se aisl6 RNA total para su anilisis por Nortehrn blot (10 ~ t g  por 
cada calle). A, 10s filtros fueron hibridizados con una sonda de 11-18 humano .de 0.7 Kb 
marcada con 3 2 ~ .  Los filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb 
como control de carga. B, Anslisis densitomdtrico de la autoradiografia de A realizada mediante 
la estandarizaci6n de las unidades densitom6tricas relativas con la intensidad de la seAal de 




3.1. EFECTOS DE IL-1 Y GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA PRODUCCION DE 
I L-1 ra 
Se estudiaron 10s mecanismos de accidn de 10s glucocorticoides sobre la 
expresi6n de IL-lra en monocitos estimulados con LPS. Para ello se trataron 
cultivos primarios de monocitos humanos perifbricos con 100 Ulml 11-1 $ 
recombinante humana durante 16 horas para ver si esta citoquina puede inducir 
la expresidn de IL-lra. Se observd que IL-1p es capaz de estimular 
aproximadamente siete veces la secreci6n de IL-lra (Figura 13). El efecto 
estimulatorio de L-1 fue inhibido significativamente con dexametasona 100 nM y 







Figura 13: Efectos de 10s glucocorticoides sobre la secreci6n de Il-1 ra inducida por IL-1 8. 
~bnocitos hurnanos perifMcos fueron esUrnulados con 100 Ulrnl lL-1 8 en cornbinaci6n con 
dexarnetasona (DEX) 100 nM o cortisol (CORT) 100 nM. Despuds de 16 horas, se colectaron 10s 
sobrenadantes y se determind la concentraci6n de 1L-lra por ELlSA corno se detalla en la secci6n 
Materials y Mdtodos. Los resultados representan la media de 10s cuadruplicados de cada condici6n. 
*, pc0.001, con respecto a 10s valores estimulados con IL-18. Resultados similares se obtuvieron con 
cdlulas de cuatro dadores diferentes. 
3.2. EFECTOS DE IL-1 Y GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE 
I L-I ra 
Tambi6n se estudi6 el efecto de IL-1 sobre la acumulaci6n de mRNA de IL-lra. 
Para esto se incubaron monocitos humanos perifericos con 100 Ulml de 11-18 por 
tres horas y se detect6 la expresi6n de IL-lra por Northern blot. Se obsenr6 que la 
IL-1 estimula la acumulaci6n del RNA mensajero de IL-Ira (Figura 14). Tambi6n 
se observc5 que dexametasona produce una inhibici6n dosis dependiente en el 
rango 10 - 100 nM sobre 
inhibitorios del glucocorticoide enddgeno cortisol son menos marcados, s61o se 
observ6 inhibici6n con la dosis de 100 nM. Para demostrar la especificidad de 10s 
efectos inhibitorios de la dexametasona y la mediaci6n del receptor de 
glucocorticoides se revirti6 el efecto inhibitorio de dexarnetasona 100 nM sobre la 
expresi6n del RNA mensajero de IL-lra usando el antagonista especlfico del 
receptor de glucocorticoides RU 38486 (Figura 14). Por lo tanto, se observa el 
mismo patr6n de regulacidn de IL-1 y glucocorticoides sobre la expresi6n de IL- 
I ra a nivel de acumulacidn de RNA mensajero y secreci6n de protelna, aunque el 
efecto del cortisol sobre la expresidn del mRNA de IL-Ira s61o se registra con la 
dosis m8s alta. 
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14: Efectos de 10s glucocor~~ddes -re la expresidn del RNA rnensajero de IL-lra 
I inducido por 11-18. 
Monodtos hurnanos perif6ricos fueron incubados con 100 U h l  IL-18 en cornbinacidn con 10 
nM o 100 nM dexarnetasona (DEX), 10 nM o 100 nM cortisol (CORT) y 1 WM RU 38486. Tres 
horas despu6s de la estirnulacidn, se aisld RNA total para su andisis por Northern blot (10 mg 
por calle). A, 10s filtros fueron hibridizados con una sonda de IL-lra humano de 0.23 Kb 
marcada con 3 2 ~ .  Todos 10s filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 
Kb corno control de carga. B , an4lisls densitombtrico de la autoradiografla de A realizada 
rnediante la estandarizacidn de las unidades densitorn6tricas relativas con la intensidad de la 
sefial de actina. Resuitados similares se obtuvieron en cuatro casos diferentes. 
3.3. PARTlClPAClON DE LA IL-1 EN LA PRODUCCION DE LA PROTEINA IL-lra 
INDUCIDA POR LPS Y EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES 
Dado que LPS estimula la expresidn de IL-1 y de IL-1 ra y a su vez IL-1 puede 
estimular su propia expresidn y la de IL-I ra, P S  podria activar la expresidn de IL- 
1 ra en forma directa o mediada por un increment0 de IL-1. Por lo tanto 10s efectos 
inhibitorios de 10s glucocorticoides que observamos en la expresidn de IL-lra 
podrian ser debidos a la ya conocida inhibici6n por glucocorticoides de IL-1. Para 
estudiar este problema, bloqueamos 10s efectos de la 11-18 inducida por LPS para 
observar 10s efectos directos de LPS sobre la produccidn de IL-1 ra. Cultivos de 
monocitos humanos perifericos fueron estimulados con 1 pglml de LPS y 
parablamente se bloquearon 10s efectos de IL-lg con 80 6 200 pglml de anti-IL- 
1 $. Despuk de 16 horas se colectaron 10s sobrenadantes y se midi6 I L-1 ra por 
€USA. Se observ6 que el aumento de ,la producci6n de IL-1 ra producido por el 
LPS es parcialmente per0 ~i~nifidativamente inhibido por el anticuerpo 
demostrando que existe un efecto de LPS no mediado por IL-1 g (Figura 15). No se 
observaron diferencias significativas entre las dos dosis de anticuerpo usadas, lo 
cual sugiere que alin la dosis mAs baja Moquea completamente 10s efectos de 
I 
I el anticuerpo anti-IL-1 se inhibi6 completarnente la producci6n de IL-lra y no se 
registraron diferencias significativas entre la inhibicidn producida por el 
I glucocorticoide solo o en combinacidn con el anticuerpo (Figura 15). El cortisol 
tambi6n inhibid la expresidn de IL-lra en igual rnedida solo o en combinaci6n 
1 
I 
con el anticuerpo (Figura 15). Este hecho sugiere que la accidn inhibitoria de 10s 
I glucocorticoides podria tener lugar directamente sobre la expresi6n de IL-1 ra. 
100nM DEX 100 nM CORT 
I I I 
BASAL 1 pglml LPS 
anti-IL-1 g 80 pglml 
R anti-IL-1 g 200 pglml 
Flgura 15: Efectos del anticuerpo anti-11-1 f! y 10s glucocorticoides sobre la secrecidn de IL-1 ra 
estimulada por LPS. 
Monocitos hurnanos perif6ricos fueron estirnulados con 1 pglrnl LPS con la adicidn simultdnea de 
dexarnetasona (DEX) 100 nM o cortisol (CORT) 100 nM en presencia de anticuerpo anti-11-1 p 80 
pglrnl o 200 pglrnl segrSn se indica. Despub de 16 horas, se colectaron 10s 
I sobrenadantes y se determin6 la concentranon ae ~ ~ - l r a  por ELlSA como se detalla en la 
I 
secci6n Materiales y M6todos. Los resultados representan la media de 10s cuadruplicados de 
cada condici6n. *, p<0.001, con respecto a 10s valores estimulados con LPS; **, p<0.001 con 
respecto a LPS y a LPS + anticuerpo; ***, p<0.01 con respecto a LPS y a LPS + anticuerpo. 
Las diferencias entre 10s valores obtenidos con 10s glucocortiwides solos o en combinaci6n con 
ambas dosis de anticuerpo no son significativas. Resultados sirnilares se obtuvieron con c6lulas 
de cuatro dadores diferentes. 
3.4. PARTlClPAClON DE LA IL-1 EN LA EXPRESION DE IL-Ira INDUCIDO POR 
LPS Y EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES 
Para estudiar 10s la participaci6n de IL-1 en 10s efectos de LPS sobre la expresi6n 
del RNA rnensajero de IL-1 ra se bloquearon 10s efctos de la IL-1 end6gena 
producida por 10s rnonocitos en respuesta al LPS usando IL-Ira recombinante 
hurnano. Los cultivos de monocitos se estirnularon con 1 pglrnl LPS y 
sirnultinearnente se agregaron rlL-1 ra 50 ng/ml o dexametasona 100 nM. A las 
tres horas de estirnulaci6n se estudi6 la expresi6n de IL-Ira por Northern blot. Se 
obsenr6 que el LPS estirnul6 la expresi6n del RNA rnensajero de IL-1 ra y el rlL- 
I ra inhibi6 parcialmente esta estimulaci6n (Figura 16). La dexametasona produjo 
una inhibici6n mayor sobre la expresidn de este gen sola o en cornbinacion con 
rll-lra (Figura 16). 





DEX rl L-1 ra 
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f lgm 16: Efectos de IL-1 ra recombinante y glucoGOitiooi en la expresibn del RNA mensajem de 
hkmocbs humanos penfdricos fueron estimulados con lPS 1 crghnl e incubados wn 100 nM 
d e m m a  (DEXj en corn binaci6n con IL-1 ra ratm@Hnmte (rlL-1 ra) 50 nglml. T m  horas 
I 
despub de la estknulaci6n, se aisl6 RNA total para b#c dnUisis por Northern Mot (10 pg por cdle). A, 
10s filtros fueron hbWados con una sonda de IL-I& hwnano de 0.23 Kb marcada 
con una sonda de actina humana de 1 Kb corn 
control de carga. B , anilisis densitom6trico ds la autoradiografia de A realizada mediante la 
estandarizaci6n de las unidades densitom6tricas relativas con la intensidad de la sefial de 
actina. Resultados sirnilares se obtuvieron con c4lulas de tres dadores diferentes. 
3.5. EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA INDUCCION 
AUTOREGULATORIA DE IL-1 
Ya que existe un loop autoregulatorio mediante el cual la IL-1 estirnula su propia 
sintesis (Dinarello, C.A. et al. 1987, Warner, S.J.C. et al. 1987), verificamos la 
existencia de este loop a nivel de la acumulacidn de RNA mensajero de IL-1 y 
estudiamos 10s efectos de 10s glucocorticoides en este circuito. Este loop 
autorregulatorio ya habia sido estudiado a nivel de la secrecidn de proteina por 
otros autores (Dinarello, C.A. et al. 1987, Warner, S.J.C. et al. 1987). Estudiamos 
la expresidn del gen de 11-18 a nivel de acumulacidn de RNA mensajero por 
Northern blot de RNA total proveniente de monocitos humanos perifbricos. Los 
cultivos de monocitos fueron estimulados con IL-1 g recombinante hurnana 100 
Ulml y se observaron 10s efectos de dexametasona y cortisol 10 6 100 nM. A las 
tres horas de estimulacidn se observd el aumento de la expresi6n de IL-lg 
inducido por la IL-1 g exdgena (Figura 17). Este efecto de IL-1 fue inhibido por 
ambos glucocorticoides en forma dosis dependiente aunque 10s efectos de 
cortisol son menos marcados (Figura 17). 
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Fbun 17: Efectos de 11-1 p y gluocortiwides sobre la expresidn del RNA mensajero de 11-1 p. 
Monocitos humanos peribricos fueron incubados con 100 U h l  11-18 en combinacidn con 10 nM o 
100 nM dexarnetasona (DEX) y 10 nM o 100 nM cortisol (CORT). Tres horas despuh de la 
estimulaci6n, se ai& RNA total para su andisis por Northern blot (10 pg por calle). A, 10s filtros 
fueron hibridizados con una sonda de IL-1 p humano de 0.7 Kb marcada con 32P. Los 
I 
humana de 1 Kb comb mnbl de carga. 8, ' 
an&ids densitom6trb de la autoradiografla da 4 feallzada mediante la eatandarizaci6n de las 
i I / unidades dendtom6tricas relativas con la intentidad de la renal do actina. Resultados sirnilarea 
se obtuvieron en cuatro casos diferentes. 
Dado que el agregado de LPS produce el aumento de la liberacidn de IL-1, 
intentamos observar 10s efectos del Moqueo de 10s efectos de la IL-1 enddgena 
estimulada por LPS sobre la autoinducci6n de IL-I. Estimulamos cultivos de 
monocitos humanos perifericos con 1 Clglml LPS y bloqueamos 10s efectos de IL-1 
con 50 nglml rlL-lra solo o en combinacidn con 100 nM dexametasona. 
Observamos que la inducci6n de !I-1 por LPS 8s parcialmente inhibida por el 
bloqueo de IL-1 con rlL-1 ra. Una inhibici6n mayor de la expresidn de IL-1 se 
observ6 en presencia de dexametasona 100 nM y dexametasona 100 nM mhs 50 
nglml rlL-1 ra (Figura 18). 
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Flgura 18: Efectos de IL-1 ra recornbinante y 10s glucocorticoides sobre la expresidn de 11-1 p. 
Monocitos humanos perif6ricos fueron estimulados con LPS Ipghh e incubados con 100 nM 
dexametasona (DEX) en cornbinacidn con IL-1 ra rmbinante (rlL-1 ra) 50 ngiml. Tres horas 
dew& de la estirnulaci&n, se aid6 RNA total para su andisis por Northern blot (10 pg por catb). A, 
10s filtros fueron hibridizados con una sonda de 11-18 hwnano de 0.7 Kb rnarcada con 32P. Los filtros 
f m n  rehibridizados con una sonda de actina hurnana de 1 Kb como control de carga. 
6, andlisis densitomQrico de la autoradiografia de A realizada mediante la 
I estandarizacidn de las unidades densitorndt,ricas ielativas con la intensidad de la seAal de 
actina. Resultados sirnilares se obtuvieron con c4lulas de tres dadores diferentes. 
3.6. ClNETlCA DE LOS EFECTOS DE GLUCOCORTICOIDES SOBRE EL 
SISTEMA DE IL-1 
Otra estrategia para estudiar las vlas de estimulacibn de LPS sobre el gen de IL- 
1 ra y 10s mecanismos de acci6n de 10s glucocorticoides fue estudiar la cin6tica de 
10s efectos inhibitorios de 10s glucocorticoides despu6s de la estimulaci6n con 
LPS o IL-1. Dado que el pico de producci6n de IL-1 estimulado por LPS se 
produce un par de horas antes que el de IL-1 ra, decidimos estudiar 10s efectos de 
la adici6n de dexametasona a distintos tiempos despu6s de la estimulaci6n con 
LPS o IL-1 y medir la producci6n de IL-1 e IL-1 ra con el objetivo de discriminar 10s 
efectos inhibitorios producidos sobre uno u otro gen. Observamos las 
correspondientes estimulaciones de ambos genes por LPS y de IL-1 ra por 11-1 p y 
estos efectos fueron inhibidos por dexametasona. Observamos que la inhibicidn 
sobre ambos genes es menor a medida que el agregado de la dexametasona se 
produjo a tiempos mAs largos despu6s de la estimulaci6n. La inhibici6n maxima 
se produjo al agregar dexametasona simultitneamente o una hora despu6s que el 
LPS. Sin embargo, se observaron distintos patrones cineticos de inhibici6n para 
11-1 e IL-Ira estimulados por LPS. Mientras la inhibici6n sobre IL-1 se mantiene 
constante cuando el glucocorticoide es agregado dentro de las tres primeras 
horas de estimulaci6n1 la inhibici6n sobre IL-1 ra, estimulado tanto por LPS como 
por IL-1, decae marcadamente sugiriendo la existencia de mecanismos de 
regulaci6n no mediados por la inhibicidn de IL-1 (Figura 19). AdemAs, el patr6n de 
inhibici6n sobre IL-1 ra estimulado por el agregado de l i - I$  ex6gena manifiesta el 
mismo comportamiento que el IL-Ira estimulado por LPS (Figura 19). 
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Flgura 19: CinBtica de la inhibici6n de 10s glucocortiwides sobre la secrecidn de IL-1 ra e IL-1 P. 
Monocitos humanos perif&cos fueron estimulados con LPS 1 pghl  o IL-If3 100 Ulml seglin se 
indica. Se agr@ dexarnetasona hasta una wncentraci6n 100 nM a distintos tiempos despuBs de la 
estimulaci6n (indicado en las abscisas). Todos 10s sobrenadantes fueron colectdos a las 16 horas de 
estimulaci6n para la determinacidn de las concentraciones de IL-1 ra e 11-1 8 por ELlSA como se 
detalla en la seocidn Materiales y MBtodos. Los datos se expresan wmo porcentaje de inhibici6n con 
respecto a 10s valores estimulados por LPS o 11-18 sin la adici6n de dexametasona (IL-1 ra inducido 
por LPS = 8500 pglml, IL-1 ra inducido por 11-1 f! = 5990 pglml, 11-If! inducido por LPS = 2560 
pglml). Los resultados representan la media de cuadruplicados de cada condicidn con error standard. 
Resultados similares se obtuvieron con caulas de tres dadores diferentes. 
Con estos mismos datos, calculamos la proporcidn de IL-11IL-1 ra presente en 10s 
sobrenadantes de cultivo y observamos su variacidn a distintos tiempos de 
agregado de glucocorticoides. Dado que la inhibici6n a tiempos cortos es mayor 
sobre la produccidn de IL-1 ra que sobre la de IL-1, se verifica el aumento de la 
93 
- 
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con los niveles obtenidos en ausencia de 
dexametasona. La relaci6n IL-lIlL-1 ra decae a medida que la adici6n de 
dexametasona se produce a tiempos mayores despu6s de la restimulaci6n. Esto 
muestra que 10s glucocorticoides desplazan el balance de IL-1 e IL-1 ra y 
favorecen a tiempos cortos 10s efectos de IL-1 (Figura 20). 
sin 0 
dexamethasona 
Tiempo de adici6n de dexametasona 
despu6s de la estimulacidn (horas) 
Flgura 20: Relaci6n IL-1 PAL-1 ra en en la cindtica de la inhibicidn por glucocorticoides. 
Los mismos datos rnostrados en la figura 19 fueron analizados calculando la relacidn IL-1 PAL-1 ra 
siguiendo la cinetica de la inhibici6n de 10s glucocorticoides. 
3.7. EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DEL 
I RECEPTOR DE IL-1 TIP0 II. 
Estudiamos tambien la expresi6n del receptor de IL-1 tip0 II que es el tip0 
expresado mayoritariamente por IQS monocitos. En las mismas condiciones en 
que se observan 10s efectos inhibitorios de 10s glucocorticoides sobre la expresi6n 
de I l - l ra e II-1 estimulados tanto por II-1 como por LPS, se verifia5 que IL-1 sola 
o dexametasona sola no tienen efectos sobre la expresi6n basal del mensajero 
del receptor de IL-1 tipo II. En cambio, la combinaci6n de IL-1 y dexametasona 
estimula la expresion de este receptor (Figura 21). 
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Flgura 21: Efectos de 10s glucowrticoides sobre la expresi6n del receptor de IL-1 tipo II. 
Monocitos humanos perifericos fueron estimulados con IL-1 100 Ulml e incubados con 
dexarnetasona (DEX) 100 nM. Tres horas despu6s de la estimulaci6n, se aid6 RNA total para 
su anllisis por Northern blot (20 pg por calle). A y C, 10s filtros fueron hibridizados con una sonda 
para el receptor de IL-1 tip0 I1 humano (IL-1R II) marcada con a2p. Los filtros fueron 
rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb wmo control de carga. B y D, anllisis d' ' I  densitom6trico de las autoradiografias e A y C, respectivamente realizadas mediante la 
estandarlzaci6n de las unidades densitom6tricas relativas con la intensldad de la seRal de 
actina. Resultados similares se obtuvieron con celulas de cuatro dadores diferentes. 
DISCUSION 
EstA firmemente establecido el efecto inhibitorio que 10s glucocorticoides tienen 
sobre el sistema inmune. En cambio, 10s efectos de las otras hormonas del eje 
HPA, ACTH y CRH han sido menos estudiados. 
En el caso de CRH se han reportado tanto efectos inhibitorios como 
estimulatorios sobre diversos pardmetros que miden el estado de activacion del 
sistema inmune (Singh, V. et at. 1989, Hagan, P. et al. 1992, Chrousos, G.P. 1995, 
Tsagarakis, S. et al 1995). Los datos de la presente tesis aportan datos que 
permiten explicar algunas de las diferencias encontradas previamente en 10s 
efectos de CRH sobre la produccidn de citoquinas teniendo en cuenta 10s distintos 
niveles de activacidn del sistema inmune. Hemos encontrado que la CRH puede 
regular la expresidn de IL-lra e IL-1p a nivel de la acumulacidn de RNA 
mensajero. De acuerdo a nuestros resultados hay un efecto trifdsico de CRH 
sobre la expresidn de RNA mensajero de IL-lg e IL-1 ra en monocitos humanos en 
cultivo. Este efecto depende del estado de activacidn de 10s monocitos ya que en 
condiciones basales CRH produce una estimulacidn en la expresidn de IL-1 ra e 
11-18, con baja estimulacidn por una pequefia dosis de LPS (1 nglml), no hay 
efectos significativos y cuando la activacidn por LPS es alta el efecto de CRH es 
inhibitorio sobre ambos genes. 
En cuanto a las mediciones de IL-1 ra en sobrenadantes de cultivo por ELISA, se 
observd que la secrecidn de protefna sigue el mismo patrdn que el RNA 
mensajero. 
La expresidn de la proteina de IL-1 tambien sigue el mismo patrdn per0 en estos 
casos 10s efectos de CRH son de menor magnitud. Solamente es estadisticamente 
significativa la inhibicidn de 11-1 p en presencia de altas concentraciones de LPS, 
sin embargo,, la reproducibilidad y la consisitencia de 10s resultados obtenidos 
sugieren que el patrdn de regulacidn por CRH y LPS refleja 10s efectos 
observados en la expresidn del RNA rnensajero correspondiente. 
Ir , 
antagonista especifico a-helical CRH. Dado que este antagonista tiene un 
mecanismo de acci6n competitivo actuando sobre el receptor de CRH, estos 
resultados tarnbien favorecen la interpretacidn de que el efecto observado en 
nuestros experimentos es mediado por el receptor de CR H. 
Los efectos de CRH sobre la liberaci6n de IL-1 ra e IL-1 no siguen un patr6n de 
dosis respuesta. En estos casos la respuesta mkima parece alcanzarse con las 
dosis mds bajas de CRH usadas. Estos resultados se podrian explicar por la 
presencia de pocos sitios de uni6n en 10s monocitos observados por otros autores 
(Webster, E.L. et al. 1989, 1990) y la consecuente saturaci6n con bajas dosis de 
CRH. 
Los resultados obtenidos pueden evaluarse en el marco de su significado 
fisioldgico tanto a nivel del organism0 como a nivel molecular. Nuestros datos 
sugieren que CRH podrla jugar un papel en la modulaci6n de la activaci6n 
monocitaria. El mecanismo de acci6n de CRH consistirla en mantener al monocito 
en un estadlo de activacibn intermedib actuando en forma estimulatoria cuando el 
monocito no estd activado e inhibibdo a1 sistema de IL-1 cuando la activaci6n es 
mdxima. 
Dado que la accidn de CRH es la misma sobre IL-1 e IL-Ira que son mol6culas 
antagdnicas, esto sugiere que el nivel de la respuesta del sistema de IL-1 estaria 
determinado por la CRH de acuerdo al nivel de activaci6n general del sistema 
inmune. 
Este modelo de la acci6n fisiol6gica de CRH basado en la interpretaci6n de 
nuestros datos tambi6n estd favorecida por el hecho de que 10s niveles de IL-1 ra e 
IL-1, resultantes de 10s tratamientos de 10s monocitos con CRH, LPS o ambos 
combinados, .se encuentran todos en un mismo rango acotado en un nivel 
intermedio independientemente de la presencia o de la dosis de LPS usada. Por 
lo tanto la CRH regularfa el rango de accidn del sistema de IL-1 en 10s monocitos. 
hipofisario 
donde la CRH liberada por el hipothlamo alcanza concentraciones altas 
comparadas con 10s niveles plasrnhticos norrnales de esta hormona. Los 
rnonocitos al circular por el sisterna porta y 10s drganos circurnventriculares 
altarnente vascularizados podrfan ser afectados por la CRH antes de localizarse 
en 10s sitios inflamatorios perifdricos. 
Dado que la hip6fisis es un nexo entre el sisterna neuroenddcrino y el sistema 
inmune, la regulacidn directa de 10s monocitos en la circulaci6n portal podrfa ser 
irnportante para regular el nivel de la activacidn monocitaria. Recienternente se ha 
reportado que la CRH actua sobre la pituitaria tarnbi6n aumentando la 
sensibilidad a 10s efectos de IL-1 sobre la secrecidn hormonal (Payne, L.C. et al. 
1994). Por lo tanto, la interaccidn a nivel de la hipdfisis entre la CRH, IL-1 e IL-1 ra 
podria ser crucial para controlar las interacciones neuroinmunoend6crinas. 
Otros sitios de accidn podrian ser drganos con alta produccidn de CRH corno por 
ejernplo la placenta. Se ha observado que 10s niveles de CRH plasmhticos esthn 
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mhs elevados durante el tercer trirnestre de ernbarazo (Sasaki, A. et al. 1984). 
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Se ha observado recienternente que CRH es producida localmente en sitios 
perifericos de fnflarnacidn y en estos casos la horrnona actlSa corno rnediadora del 
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- 7 , - . -  proceso inflamatorio. La adrninistracidn de anticuerpos neutralizantes de CRH : 
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puede inhibir eficienternente el desarrollo del proceso de inflarnacidn (Karalis, K. $,:' 
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et al. 1991, Crofford, L. J. et al. 1992). Esto dernuestra que la CRH es un factor ' 
irnportante en la cascada regulatoria que desencadena la inflarnacidn. Adernhs 
tambien se ha detectado la produccidn local de CRH en tejido sinovial de 
artblaciones con procesos inflarnatorios de tipo artritico. La produccidn de CRH 
podrla deberse a c4lulas inrnrnunes corno 10s linfocitos T y B, 10s cuales son 
capaces de sintetizar y liberar CRH frente a estlmulos mitog6nicos (Stephanou, A. 
et a1.1990, Ekman, R. et al. 1993, Kravchenko, I.V. et al. 1994). Otro sitio de origen 
de la CRH periferica encontrada en 10s sitios de inflamaci6n podrlan ser las 
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la' hormona (Croffod, L.J. et a1 1992, 
Chrousos, G.P. 1995). 
En nuestros experimentos descartamos la posibilidad de que 10s monocitos 
produzcan CRH y 6sta afecte la expresi6n de 10s genes en estudio porque la 
secrecidn de CRH s6lo ha sido detectada hasta el momento en linfocitos T y B. Se 
ha demostrado que 10s monocitos no producen CRH (Stephanou, A. et a1.1990, 
I Ekman, R. et al. 1993, Kravchenko, I.V. et al. 1994), por lo tanto descartamos que 
I 10s efectos observados en nuestros tratamientos sean debidos a la produccidn 
intrinseca de CRH en nuestros cultivos. 
La verificacidn de efectos opuestos de CRH sobre la regulacidn del sistema de 
IL-1 seglin la presencia o ausencia de LPS indica que existe una estrecha 
interregulacion entre las vias de transduccidn de sefiales de 10s receptores de 
CRH y de LPS. La transducci6n de la seAal de CRH a trav6s de su receptor de 
membrana invducra la interaccidn con la adenilato ciclasa a trav6s de proteina G 
y el consiguiente aumento de 10s niveles intracelulares de cAMP (Webster, E.L. et 
al. 1990). Esto ha sido demostrado en diversos tipos de dlulas que responden a 
CRH, entre ellos sinoviocitos de pacisntes con artritis reumatoidea y timocitos de 
rat6n. Tambi6n ha sido demostrado que el cAMP puede aumentar la acumulaci6n 
de RNA mensajero de 11-18 en ciertas condiciones de cultivo (Hurme, M. et al. 
1990). Existe una estimulacidn sinergica entre cAMP y 6steres de forb01 sobre el 
g n  de 11-1 8. Por lo tanto el mecanismo de estimulaci6n de CRH sobre el gen de 
11-18 en condiciones basales podria ser el aumento intracelular de CAMP. Sin 
embargo, en presencia de LPS el cAMP produce efectos dispares sobre la 
expresi6n de IL-1 en distintos tipos celulares (Hurme, M. et at. 1990, Ohmori, Y. et 
al. 1990, Tennenbaum, C.S. et at. 1989). Estas diferencias se podrian explicar por 
una interacci6n entre las vias de transduccidn de seiiales del LPS con el cAMP 
que podrian depender a su vez de otras variables como por ejemplo el tiempo de 
acci6n de cada estimulo y el grado de Merenciacibn celular. 
----- - ,-- 
De iiuesbos resultado estd involucrado en la 
tambi6n podrian tener 'f , i lugar interacciones de croostalk entre distihtos mecanismos de seiializacidn. Este 
f 
crosstalk intacelular podria explicar las diferencias exisentes entre distintos 
estados de activacidn de 10s monocitos. En 10s sitios de inflamacibn la respuesta 
del sistema de IL-1 monocitario variaria de acuerdo a la composicidn hormonal 
del microambiente y de acuerdo a la presencia o no de endotoxinas dando lugar a 
respuestas diferentes seglin el origen de la inflamaci6n. Dado que esta respuesta 
puede ser estimulatiria o inhibitoria, la CRH estaria involucrada en el control 
seglln el cual el monocito inicia o mantiene la respuesta inflamatoria. 
Hemos demostrado que la ACTH inhibe la expresidn de IL-lra y de IL-1p 
estimulada por LPS. Sin embargo, no se registraron efectos estimulatorios de 
ACTH sobre este sistema lo cual sugiere que la funcidn fisiol6gica de esta 
hormona seria inhibir a1 monocito activado. Los efectos inhibitorios de ACTH 
sobre el sistema de IL-1 estan de acuerdo con el papel inmunosupresor que se le 
adjudica ya que todos 10s efectos de ACTH sobre el sistema inmune reportados 
hasta el momento, a diferencia de 10s de CRH, son solamente inhibitorios (Bost, 
K.L. et al. 1990, Johnson, H.M. et al. 1984, 1982). Dada la importancia de la 
hip6fisis en la coordinacidn de las interacciones neuroinmunoend6crinas, estos 
efectos de ACTH sobre 10s monocitos podrian formar parte de 10s circuitos 
regulatorios que involucran a esta gldndula. Ademas de la hipbfisis, se ha 
propuesto que otro sitio de sintesis de ACTH serian las c6lulas del sistema 
inmune pero 10s datos que afirman esta hip6tesis son controvertidos y no han sido 
confirmados por otros autores (Smith, E.M. et al. 1986). Por lo tanto 10s efectos 
observados sobre las dlulas del sistema inmune serian debidos a la liberacibn 
de ACTH en la hip6fisis. 
La ACTH transduce su sefial en las dlulas de la glhndula adrenal mediante un 
aurnento intracelular de CAMP y es probable que por el mismo mecanismo Sean 
w rm-r 1 .F C 
I reguladas las respuestas en 10s momdtos (Clarke, B.L. et al. 1989, Johnson, E.W. 
1988, Smith, E.M. et al. 1987). Sin embargo, segon nuestros resultados, la 
interaccidn de esta via de transducci6n de seflales no interaccionaria con la de 
LPS de la misma forma que lo hace cuando el estimulo es CRH. 
-I 
Evidencias previas indican que el LPS es un potente estimulador tanto de IL-1 
como de IL-1 ra (Dinarello, C.A. 1992) y por otra parte, IL-1 es capaz de inducir su 
propia slntesis (Dinarello, C.A. et at. 1987, Warner, S.J.C. et al. 1987). Por lo tanto, 
planteamos la hipdtesis de que la IL-1 podrla inducir la sintesis de IL-1 ra al igual 
que lo hace sobre su propio gen y de esta manera mediar la estimulaci6n por 
LPS. En este trabajo demostramos que la IL-1 es capaz de estimular en monocitos 
humanos perifericos la acumulacidn de RNA mensajero y la liberacidn de proteina 
de IL-lra. Nuestro grupo previamente describid 10s efectos inhibitorios de 10s 
glucocorticoides sobre la expresidn de IL-lra (Arzt, E. et al. 1994) y por lo tanto 
planteamos como objetivo profundizar en el conocimiento de 10s mecanismos de 
accidn de 10s glucocorticoides sobre este sistema. Continuando con estos 
estudios sobre la accidn de 10s glucocorticoides sobre la expresidn de IL-1 ra en 
monocitos hemos comprobado que 10s glucocorticoides inhiben la expresidn tanto 
de IL-lra como de IL-1 estimulada por IL-1 y estos efectos tienen lugar sobre la 
acumulacidn de RNA mensajero ademhs de la liberacidn de proteina. El hecho de 
que el patrdn de expresidn de RNA mensajero coincide con el patrdn de 
secrecidn de proteina sugiere que el punto principal de regulacidn podrla ser la 
acumulacidn de mRNA. La reversidn de 10s efectos de dexametasona sobre la 
1) estimulacidn de IL-1 ra por IL-1 con el antagonists RU 38486 demuestra que estos 
efectos son especificos y mediados por el receptor de glucocorticoides. La accidn 
de los glucocorticoides es de gran importancia para la regulacidn de la respuesta 
de los monocitos frente a una estimulacidn por endotoxinas bacterianas dado que 
estas hormonas que se inducen durante una infeccidn estarlan regulando por un 
lado el feedback de IL-1 sobre su propio gen y por otro lado 10s efectos de IL-1 
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sobre su receptor a t r a v 4 m 8  la expresidn de IL-lra. Esta 
I regulacidn, por lo tanto, es crucial para controlar el estado de activacidn del 
rnonocito que expresa tanto IL-lra corno IL-1 y su receptor. Pero tarnbien es 
irnportante para controlar 10s efectos de IL-1 sobre otros tipos celulares que 
expresan el receptor de IL-1 rnediante la acci6n del IL-1 ra. 
Dado que LPS estimula la produccidn en 10s monocitos de IL-1, la estirnulacidn de 
IL-lra por LPS podrla ser directa o estar rnediada por IL-1. Asi tarnbi6n, la 
inhibicidn de IL-1 ra estirnulado por LPS por 10s glucocorticoides podrla reflejar la 
inhibicidn del rnediador IL-1. Para estudiar estas alternativas, estudiamos 10s 
efectos del bloqueo de IL-1 con anticuerpos especlficos o con IL-1 ra recornbinante 
durante la estirnulacidn con LPS y la cinetica de la inhibicidn de IL-1 e IL-lra por 
glucocorticoides. 
Usando anticuerpos anti-IL-1 p hernos dernostrado que existe una contribucidn 
significativa de 11-1 p en la estirnulacidn de la liberaci6n de IL-lra por LPS. Sin 
embargo, dado que el bloqueo de 11-18 no inhibe cornpletamente 10s efectos de 
LPS, tarnbi6n debe existir una via de estirnulacidn de IL-lra independiente de 
IL-1. La via de estirnulacidn independiente de IL-1 podria estar rnediada por otras 
citoquinas producidas por el rnonocito estirnulado con LPS corno 11-6 o TNF-a. Sin 
embargo, en esta tesis nos hernos referido a esta Gltirna via corno directa en el 
sentido que no es mediada por cornponentes del sisterna de IL-1. En este caso, el 
agregado de glucocorticoides junto con el anticuerpo bloquea completarnente la 
produccidn de IL-1 ra per0 dado que no se observan diferencias significativas 
entre 10s efectos de 10s glucocorticoides solos o en cornbinacidn con el 
anticuerpo, es posible pensar que los efectos de 10s glucocorticoides tienen lugar 
directamente sobre el gen de IL-lra o bien que estos inhiban arnbas vias de 
estirnulacidn. 
Bloqueando 10s efectos de IL-1 con IL-1 ra recornbinante fue posible investigar la 
expresi6n de 10s RNA rnensajeros de IL-lra e IL-1. En ambos casos se dernostrd 
que IL-1 participa en la estirnulaci6n de estos genes por LPS, es decir que tanto 
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. -1 I, - IL-1 ra como IT-1 (en un loop autoregulatorio) son inducidos en parte por IL-1 
durante la estimulacidn con LPS. I 
Durante la estimulaci6n de 10s monditos pw LPS, se estimula en primer lugar la 
I expresidn de IL-1, la cual hace un pico una hora despu6s del aregado de LPS 
I 
(Arzt, E. et al. 1994, Granowitz, E.V. 1991, Ulich, T.R. et al. 1992). Dos horas 
I despues del pico de expresidn del mensajero de IL-1 se produce el pic0 de 
expresidn de IL-1 ra (Arzt, E. et al. 1994, Granowitz, E.V. 1991, Ulich, T.R. et al. 
1992). Este hecho nos llevd a pensar que seria posible discrirninar entre 10s 
efectos de 10s glucocorticoides sobre ambos genes agregando dexametasona a 
distintos tiempos despu6s de la estimulaci6n. Estos estudios cin6ticos aportan 
msls evidencias sobre la existencia de dos vias estimulatorias de IL-lra. 
Encontramos que durante las primeras horas, mientras la inhibicidn sobre IL-1 
permanece constante, la inhibici6n sobre IL-lra decae marcadamente. Los 
patrones cin6ticos obtenidos sugieren que hay un mecanismo directo de 
estimulacidn de IL-1 ra por LPS y es inhibido por glucocorticoides ademhs del 
mecanismo mediado por IL-1 que tambi6n es inhibido por glucocorticoides. La 
diferencia en 10s patrones cineticos de la inhibici6n de ambos genes hace 
improbable que la inhibici6n de IL-lra refleje solamente la inhibicidn de IL-1 y en 
cambio sugiere que el efecto de 10s glucocoticoides es directo sobre el gen de IL- 
Ira. El hecho de que 10s niveles de inhibicidn de IL-1 permanecen constantes 
mientras varian 10s de IL-Ira no son coherentes con la idea de que 10s 
glucocorticoides actuan s61o sobre el gen de IL-1. Sin embargo, este hecho es 
compatible con la interpretacidn de que los glucocorticoides actuan sobre el gen 
de IL-1 ra directamente. De todas formas, en base a estos resultados no se puede 
excluir la participacidn de otros factores inducibles por LPS que tambi6n podrian 
ser inhibidos por 10s glucocorticoides. 
Dado que el . mismo monocito que expresa IL-1 e IL-1 ra tambi6n expresa 
receptores para IL-1 plantearnos como objetivo estudiar la acci6n de 10s 
glucocorticoides sobre 10s receptores. Para esto, detectamos la expresi6n del 
>tor de IL-1 tipo II que es la fortna mayoritaria presente en monocitos 
(McMahan, C.J. et al. 1991). El receptor de IL-1 tip0 I es expresado por estas 
c6lulas en cantidades indetectables amque algunos autores observaron efectos 
de IL-1 mediados por este receptor (Gramwitz, E.V. et al. 1992, Heguy, A. et al. 
1993). Hemos observado que en las mismas condiciones en que 10s 
glucocorticoides inhiben la expresi6n del sistema de IL-1 estimulan la expresidn 
del receptor de IL-1 tip0 I I. Sin embargo, IL-1 sola o 10s glucocorticoides solos no 
tienen efectos sobre la expresi6n de este gen. Estos resultados esthn de acuerdo 
con datos publicados previamente por otros autores que observaron aumentos en 
la uni6n de IL-1 producidos por glucocorticoides en otras c6lulas inmunes como 
linfocitos B o en lineas celulares mondtarias (Akahoshi, T. et al. 1984, Spriggs, 
M.K. et al. 1990). Tambi6n ha sido descripto el efecto estimulador de 10s 
glucocorticoides sobre la expresidn del mRNA de este receptor en c4lulas 
polimorfonucleares (Re, F. et al. 1994). 
Algunos autores observan efectos de IL-1 mediados por el receptor de IL-1 tip0 II 
per0 otros postulan que este receptor no puede transducir seiiales (Granowitz, 
E.V. et al. 1992, Sims, J.E. et al. 1993). El receptor de tipo I1 no tine un dominio 
intracelular apreciable y anticuerpos contra este receptor no bloquean efectos de 
IL-1 como si lo hacen 10s anticuerpos contra el receptor de tipo I (Sims, J.E. et al. 
1993). Estos resultados llevarlan a la interpretaci6n de que este tip0 de receptor 
actuaria inhibiendo 10s efectos de IL-I uniendo la IL-1. 
Si el receptor de IL-1 tipo I1 puede transducir sefiales en monocitos segljn lo han 
observado algunos autores (Granowitz, E.V. et al. 1992), el efecto de 10s 
glucocorticoides seria estimulatorio sobre la respuesta a IL-1 porque inhiben IL- 
Ira y estimulan el receptor de II-1. En el caso contrario si la acci6n del receptor de 
IL-1 tipo I1 fuera inhibitoria, 10s glucocorticoides regularian 10s efectos de IL-1 
controlando el balance entre dos antagonistas de 10s efectos de IL-I, inhibiendo 
uno de 10s antagonistas, el IL-1 ra y estimulando el otro, el receptor de IL-1 tip0 II. 
Por otra parte, dado que 10s glucocorticoides aumentan la relacidn IL-1 IIL-1 ra el 
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conjunto de estos datos 
glucocorticoides incrementan la capacidad de respuesta a IL-1 en el monocito. 
C 
Los genes de IL-1 e IL-Ira proveen un modelo interesante para estudios de la h 
C 1 regulacidn genica dado que ambos genes parecen derivar de un ancestro comun F (Eisenberg, S. P. et al. 1991), son expresacbs por una misma c4lula (Andersson, J. 
et al. 1992) per0 responden en forma similar o distinta a diferentes eStimulos. Se 
han descripto tres clases de regulacidn del sistema de IL-1: factores que estimulan 
uno y no afectan al otro como por ejemplo IgG y GM-CSF que estimulan IL-1 ra 
(Poutsiaka, D.D. et al. 1991, Arend, W.P. et al. 1991), factores que inhiben IL-1 y 
estimulan al IL-1 ra como TGF-p e 11-4 (Turner, M. et al. 1991, Fenton, M.J. et al. 
1992, Wong, H.L., et al. 1993, Wahl, S.M. et al. 1993) y factores que estimulan o 
inhiben a ambos genes con0 LPS o glucocorticoides (Poutsiaka et al, 1991 ; Arend 
et al, 1991, Arzt, E. et al. 1994). Eso indica que estos genes deben compartir 
algunas secuencias regulatorias y factores moduladores de la transcripcidn per0 
tambien deben ser afectados de forma diferente por otros. En el caso de 10s 
efectos de 10s glucocorticoides existe un fendmeno interesante: la inhibici6n del 
gen de IL-Ira es mediada parcialmente por el receptor de mineralocorticoides 
(Sauer, J. et al. 1995). 
Los glucocorticoides regulan la capacidad de respuesta del monocito a IL-1 
mediante varios mecanismos: la inhibici6n de IL-1 ra inducida directamente por 
LPS o mediada por IL-1, la estimulaci6n de la expresidn del receptor de IL-1 tip0 II 
y el cambio de la relaci6n IL-11IL-Ira. De esta forma 10s glucocorticoides protegen 
al organism0 de las consecuencias nocivas de la sobreproducci6n de IL-1 per0 al 
mismo tiempo conservan la capacidad de respuesta del monocito a la IL-1 de 
acuerdo a 10s requerimientos del desarrollo del proceso inflamatorio. Estos 
mecanismos que actljan despues de la estimulacidn con endotoxinas regulan 
finamente la sensibilidad de 10s rnonocitos al feedback estimulatorio de IL-1 que 





Flgura 22: Esquerna de las interacciones regulatorias entre LPS, glucocorticoides y el sisterna de 
IL-1 a nivel del rnonocito. 
El conocimiento del funcionamiento del sistema de IL-1 ademas de permitir la 
comprensidn del papel que juega en el mantenimiento de la homeostasis, 
tambi6n nos permite sentar las bases para su manipulacidn farmacoldgica. Las 
propiedades exclusivamente antagonistas de IL-lra hacen que sea posible 
utilizarlo en su forma recombinante para bloquear 10s efectos inflamatorios de IL-1 
sin desencadenar efectos secundarios. Ha sido demostrado que la aplicaci6n de 
IL-1 ra recombinante durante perlodos cortos no resulta inmunosupresora. La 
administracidn de dos dosis diarias de IL-lra no afecta la respuesta de las c4lulas 
T citotdxicas ni la producci6n de anticuerpos (Faherty, D.A. et al. 1992). En 
modelos experimentales de sepsis, el tratamiento con IL-1 ra reduce la mortalidad 
(Ohlson, K.O. et al. 1990, Fischer, E. et al. 1992). La eficacia del tratamiento de la 
sepsis con gl~cocorticoides es dudosa y su uso no obedece a criterios precisos. 
Dado el complejo patrdn temporal de eventos que ocurren durante una infeccidn 
aguda y la interaccidn entre estas molkulas (por ejemplo, la inhibicidn de IL-1 ra 
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r glucocorticoides), el efecto de cualquier terapia antiinflamatoria puede 'Y 
depender del tiempo de su aplicaci6n. El monitoreo de 10s niveles end6genos de 
IL-1 ra y glucocorticoides durante la endotoxemia puede proveer la bases de 10s 
criterios para su aplicacidn separada o combinada, en las dosis adecuadas y el 
tiempo del tratamiento durante este proceso patol6gico. Nuestros datos tambi6n 
contribuyen a la comprensidn del funcionamiento del sistema de IL-1 en diversas 
situaciones patol6gicas en las cuales 10s niveles de hormonas del eje HPA se 
encuentran alterados. En la medida en que estas patologlas producen 
alteraciones en el funcionamiento del sistema inmune mediadas por un 
desbalance del sisterna de IL-1, serfa posible corregir estas alteraciones 
desplazando farmacol6gicamente el balance de este sistema. 
Tomados en conjunto, 10s resultados de 10s expetimentos de CRH, ACTH y 
glucocorticoides indicarian que las hormonas del eje HPA tienen efectos 
inhibitorios sobre el sistema IL-1/ IL-lra fundarnentalmente cuando 10s monocitos 
se encuentran activados con LPS. Estos resultados pueden interpretarse segun el 
modelo en el cual una infecci6n bacteriana activa a 10s monocitos mediante 
endotoxinas y estos liberan interleuquinas que activan al sistema inmune per0 
tambien estimulan la liberacibn de las hormonas del eje HPA, CRH, ACTH y 
glucocorticoides. Estas hormonas en conjunto inhibirlan la activaci6n del sistema 
inmune volvi6ndolo a su estado basal y evitando de esta forma 10s efectos 
perjudiciales de su sobreestimulaci6n. Por otra parte, en condiciones basales, las 
hormonas del eje HPA contribuirlan a la homeostasis del sistema inmune 
modulando la produccidn de interleuquinas y sus antagonistas. 
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I F. CONCLUSIONES 
1. La CRH regula el sistema de IL-1 en forma estimulatoria en monocitos no 
activados, sin accibn con dosis bajas de LPS, y en forma inhibitoria en monocitos 
activados por dosis altas de LPS. Los efectos de CRH sobre este sistema se 
observaron a nivel de acumulaci6n de RNA mensajero y de secreci6n de proteina. 
Como resultado, la CRH cumplirla con el rol de mantener a1 monocito en un 
estadio intermedio de activacibn. 
I 2. Los efectos de CRH sobre la expresidn de IL-lra e 11-18 en monocitos son 
mediados por el receptor de CRH a trav6s de CAMP. 
3. La ACTH inhibe la expresidn del sistema de IL-1 en monocitos activados por 
LPS. 
4. La IL-18 induce la producci6n de IL-lra a nivel de acumulaci6n de RNA 
mensajero y secreci6n de proteina. Los glucocorticoides inhiben esta induccibn. 
5. La estimulaci6n de 10s monocitos con LPS activa la producci6n de IL-1, la cual 
a su vez induce su propia slntesis a nivel de acurnulacidn de RNA mensajero. 
6. El LPS induce la expresi6n de IL-lra por dos vias: una via directa y otra 
mediada pot 11-18 y otra via independiente de 11-16 que podrla ser directa o 
mediada por otras citoquinas. 
7. Los glucocorticoides actljan sobre el sistema de IL-1 en diversos puntos: 
- inhiben la produccidn de IL-1p estimulada por LPS y su feedback 
autoregulatorio. 
- inhiben la produccidn de IL-1 ra estimulada por 11-1 p. 
- inhiben la producci6n de IL-1 ra estimulada directamente por LPS. 
- aumentan la relaci6n IL-1 PAL-1 ra. 
Estos resultados sugieren que 10s glucocorticoides pueden actuar en forma 
directa sobre sobre la expresi6n de IL-Ira. 
8. Los glucocorticoides en combinacidn con 11-1 p estimulan la expresidn del 
receptor de IL-1 tip0 I I. 
9. El conjunto de 10s efectos observados de 10s glucocorticoides sobre el sistema 
de IL-1 sugieren que estos pueden inhibir 10s efectos pleiotrdpicos de IL-1 sobre 
otras c6lulas. Simultaneamente, a nivel del monocito, 10s glucocorticoides 
modulan el balance entre dos antagonistas de IL-1: IL-1 ra y el receptor de IL-1 
tipo 11. La modulacidn de este balance y el desplazamiento de la relacidn IL-IpnL- 
I ra contribuirla a mantener la sensibilidad del monocito frente a la estimulaci6n de 
IL-I. 
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